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RESUMEN DEL PROYECTO. 
 
El tomate de árbol es uno de los cultivos frutales con mayor potencial para su producción 
intensiva en los Andes Colombianos, al presentar gran cantidad de características 
organolépticas y nutricionales de interés para la industria de alimentos y los mercados 
nacionales e internacionales de fruta fresca. Éstas condiciones sumadas a su utilización para 
la sustitución de cultivos ilícitos en el país, condujeron al aumento de su área de siembra 
durante la década de 1990, alcanzándose cerca de 7000 ha. Sin embargo, en los últimos 
años esta situación ha cambiado dramáticamente, debido a diferentes problemas 
fitosanitarios entre los que se destacan la antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides) y la 
denominada ¨Virosis¨, que de acuerdo con trabajos recientes es causada por un complejo 
viral conformado por al menos cinco virus principales (Potyvirus, PLRV, CMV, ToRSV y 
ToMV) y otros que aparentemente presentan menores niveles de incidencia (AMV y 
TSWV). Debido al gran impacto negativo que ha cobrado esta enfermedad para los planes 
de expansión del cultivo del tomate de árbol en Colombia y a que su propagación es 
comúnmente a partir de semilla sexual obtenida de frutos de los propios cultivos, en esta 
investigación se evaluó el papel de dicha semilla como fuente de inóculo de la “Virosis”, 
determinándose los niveles de incidencia viral mediante pruebas de ELISA en material 
obtenido de frutos colectados en campo, así como en material de vivero comercializado en 
los departamentos de Antioquia, Cundinamarca, Nariño y Putumayo y en plántulas 
germinadas bajo condiciones de invernadero. Estas evaluaciones estuvieron 
complementadas con la utilización de técnicas moleculares que incluyeron amplificación 
mediante RT-PCR y secuenciación de regiones de la cápside viral, así como el desarrollo 
de pruebas de hibridización molecular del tipo dot-blot y tissue-printing. Con respecto a la 
incidencia viral en semilla sexual, los resultados indicaron la presencia de cinco de los siete 
virus evaluados en al menos una muestra, no encontrándose los virus TSWV y ToRSV en 
ninguna de las 160 muestras evaluadas. Los virus PLRV y potyvirus fueron los más 
frecuentemente asociados a dicho material, con niveles de incidencia promedio de 26% y 
16%, respectivamente. La detección de virus en plántulas de viveros indicó la presencia de 
PLRV, potyvirus, ToRSV (22%) y CMV (0,6%) en las muestras analizadas, siendo los 
potyvirus los que se encontraron con mayores niveles de incidencia (35%), seguidos por el 
PLRV (24%). En las plántulas obtenidas a partir de la germinación de semillas de frutos de 
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plantas sintomáticas y asintomáticas, se encontró la presencia de los virus PLRV y 
potyvirus como los más frecuentemente asociados a éstas. Para las pruebas moleculares 
basadas en RT-PCR se obtuvieron amplicones para los virus PVY y PLRV, mientras que 
para los demás virus las bandas correspondieron a amplificaciones inespecíficas y 
asociadas al genoma del hospedante. Estos hallazgos representan el primer reporte mundial 
de la transmisión por semilla sexual del PLRV. El análisis filogenético de las secuencias 
para PVY, agrupó las cepas de plantas de vivero con aquellas reportadas por Jaramillo 
(2009) y obtenidas de plantas adultas de tomate de árbol del municipio de Córdoba 
(Nariño), no asociándose con ninguno de los clados representando las diferentes razas de 
PVY. En el caso de PLRV, el cluster de las cepas secuenciadas a partir de semillas 
obtenidas de cultivos de los cuatro departamentos bajo análisis, así como de plántulas de 
viveros y de aquellas obtenidas de la germinación de semillas mantenidas bajo invernadero, 
incluyó indistintamente cepas obtenidas de cultivos de papa de Colombia y de diferentes 
países. Finalmente, ante la identificación de potyvirus y PLRV como virus frecuentemente 
asociados con material de siembra de tomate de árbol, se lograron estandarizar 
metodologías basadas en hibridización dot-blot y tissue-printing como herramientas con 
potencial para ser implementadas en el país en la evaluación masiva de muestras de 
semillas sexuales y plántulas de vivero. Los resultados indicaron que la técnica de dot-blot 
presentó niveles de detección muy similares con respecto a las pruebas de ELISA 
convencionales, pero no así la metodología de tissue-printing, que en promedio detectó 
alrededor de un 15% menos de las muestras previamente determinadas como positivas para 
ambos virus mediante ELISA. Esta investigación permitió profundizar en el conocimiento 
de las variables epidemiológicas relacionadas con las fuentes de inóculo primario que 
favorecen la dispersión y el establecimiento de estos virus en los cultivos de tomate de 
árbol, situación que debe conducir al replanteamiento de las recomendaciones de manejo de 
esta enfermedad en Colombia y otros paises cultivadores de este frutal. 
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1. INTRODUCCIÓN 
El cultivo del tomate de árbol es considerado como una de las opciones productivas más 
importantes para la región Andina de Colombia, por su potencial para ser utilizado en la 
industria de bebidas y alimentos, su gran aceptación para consumo fresco en el mercado 
nacional y sus excelentes perspectivas para la exportación como fruta exótica. Este cultivo 
se extendía a cerca de 7.000 ha distribuidas en 18 departamentos del país, que resultaron de 
un aumento continuo de 6.1% anual en el área de siembra durante el período 1992-2003 
(MADR, 2006). Sin embargo, en el último lustro dicho crecimiento ha disminuido por 
efecto de la erradicación de importantes extensiones del cultivo en municipios con tradición 
en su siembra como Entrerríos (Antioquia), Córdoba (Nariño) y San Bernardo 
(Cundinamarca), debido a la presencia de diferentes problemas fitosanitarios entre los que 
se destacan la antracnosis, los nemátodos de la agalla y las enfermedades virales. Los 
problemas virales del tomate de árbol se han detectado en Colombia desde inicios de la 
década de 1980 cuando se reportó en Boyacá la presencia del virus de la necrosis anular del 
tomate de árbol (Sánchez de Luque, 1982a) y en Antioquia el mosaico del tomate de árbol 
(Tamayo, 1990); aunque ambas enfermedades aparentemente no representaban mayor daño 
económico. Esta situación cambió cuando a partir de 1991 comienza la aparición en el 
Norte Antioqueño de una nueva enfermedad denominada como “Virosis” del tomate de 
árbol, cuyo efecto motivó la erradicación masiva de árboles afectados en los municipios de 
Entrerríos y Santa Rosa de Osos (Antioquia) (Tamayo, 1996). En la actualidad el problema 
continua extendiéndose y agravándose, tal como se demuestra en los reportes de 
Betancourth (2003) y Martínez et al. (2009) en Nariño; Cruz (2005) y Cuspoca (2007) en 
Cundinamarca; Ayala (2009); Jaramillo (2009) y Gil et al. (2009) en Antioquia; que 
registran el aumento de la incidencia y la severidad de las “Virosis” en dichos 
departamentos, la consecuente reducción en el período productivo de los cultivos y la 
disminución en la cantidad y calidad de fruta disponible en el mercado. Resultados 
recientes basados en la utilización de pruebas de ELISA y análisis de secuencias, han 
detectado la presencia de un complejo viral asociado a este cultivo en Colombia, que 
incluye al menos dos Potyvirus (PVY y una posible nueva especie denominada Tamarillo 
mosaic leaf virus - TaMLV), además de las especies Cucumber mosaic virus (CMV), 
Alfalfa mosaic virus (AMV), Tomato mosaic virus (ToMV) y Potato leaf roll virus (PLRV) 
(Ayala 2009; Jaramillo 2009; Gil et al., 2009; Martínez et al., 2009). El efecto detrimental 
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que causan las enfermedades virales en los cultivos de tomate de árbol del país, hace de su 
estudio una prioridad, siendo especialmente necesario profundizar en el conocimiento de 
los mecanismos de transmisión de estos virus, ya que dicha información es la base para el 
diseño de futuras estrategias de manejo que conduzcan a la viabilidad económica del 
cultivo. En este sentido, varios trabajos en Colombia y otros países del mundo se han 
realizado, encontrándose que algunos de los potyvirus asociados al cultivo son transmitidos 
en forma mecánica, por propagación asexual y por insectos vectores de la familia 
Aphididae (Vizuete et al, 1990; Eagles et al., 1994; Bernal et al., 1998; Betancourth et al, 
2003), pero no por semilla sexual (Bernal et al., 1998). Sin embargo, ya que el cultivo del 
tomate de árbol es propagado por los agricultores mediante semilla sexual, es necesario 
continuar con los estudios de transmisión de virus a través de este mecanismo, máxime 
cuando se ha confirmado plenamente la ocurrencia de diferentes virus asociados a la 
enfermedad denominada “Virosis” del tomate de árbol. Así mismo, es imperativo el 
desarrollo de metodologías que ofrezcan herramientas de detección viral más precisas a los 
productores de semilla, distribuidores de material de siembra y a los organismos de sanidad 
vegetal del estado, con miras a la posibilidad de comercializar en el país semilla certificada 
libre de patógenos virales. Este proyecto tuvo como objetivos avanzar en el cubrimiento de 
dichas necesidades, a partir de la evaluación mediante pruebas serológicas en material de 
siembra incluyendo semillas y plántulas de vivero, de los virus AMV, CMV, PLRV, 
Potyvirus, ToMV, ToRSV y TSWV; así como la estandarización de metodologías de 
hibridización tipo dot-blot y tissue-printing, que pudieran ser empleadas en forma rutinaria 
para el diagnóstico de algunos de estos virus. Adicionalmente, en la investigación se evaluó 
mediante la técnica de RT-PCR la utilidad de cebadores específicos reportados en la 
literatura para la detección de estos virus, secuenciándose los amplicones obtenidos con el 
fin de realizar análisis filogenéticos con cepas virales de otros hospedantes y regiones, 
cuyas secuencias se encuentran depositadas en las bases de datos moleculares. Esta 
investigación hace parte del proyecto financiado por Colciencias (código 1118-405-20317): 
“Desarrollo de métodos de detección serológica y molecular del complejo de virus asociado 
al Mosaico del tomate de árbol en Colombia” y del Proyecto financiado por DIME (código 
20101007745) convocatoria Bicentenario 2009: “Comparación molecular de los Potyvirus 
asociados a los cultivos de tomate de árbol y papa en la región Andina de Colombia. 
Aplicaciones para el desarrollo de métodos de diagnóstico basados en RT-PCR”.
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2.  MARCO TEÓRICO Y ESTADO DEL ARTE. 
 
2.1. Generalidades del cultivo de tomate de árbol. 
 
El tomate de árbol (Solanum betaceum Bosh) es una fruta tropical originaria de la zona 
andina suramericana. Se cultiva principalmente en Colombia, Ecuador y Perú y en los 
últimos años su siembra se ha expandido a algunos países africanos (Zambia y Zimbabwe), 
asiáticos (Sri Lanka e India) y a Nueva Zelanda (MADR, 2006). 
En Colombia se producen dos tipos de variedades: el tomate de árbol común que presenta 
frutos de color amarillo-naranja y el tomate tamarillo que produce frutos rojos. Este último 
es el que exporta Colombia a Ecuador, Holanda y España principalmente. El tomate de 
árbol se caracteriza por ser una fruta altamente nutritiva, rica en vitaminas A y C, minerales 
como calcio, hierro y fósforo y que presenta bajos niveles de calorías. Tiene un alto 
contenido de pepsina, pH ácido y sabor agridulce, factores que la hacen atractiva para el 
procesamiento industrial (MADR, 2006). 
Este cultivo es considerado actualmente como un fruto exótico promisorio y se ha 
constituido en una alternativa de producción para los agricultores de las zonas de clima frío 
moderado premontano y montano bajo de Colombia, a tal punto que para el año 2004 
(últimas estadísticas nacionales disponibles sobre este aspecto) su producción alcanzó 
118.226 Tm, es decir el 4,1 % de la producción de frutas frescas del país sin contar el 
banano. Su cultivo se extiende a cerca de 7.646 ha distribuidas en 18 departamentos del 
país, de los cuales Antioquia, Cundinamarca, Tolima, Boyacá, Huila, Santander, Cesar, 
Valle y Nariño, suman el 90% del área cosechada total. La producción promedio alcanza 
18,2 ton/ha, aunque Antioquia presenta un rendimiento significativamente superior (31,2 
ton/ha) (MADR, 2006). Durante el período 1992-2003 el área sembrada de este cultivo 
presentó un aumento de 6.1% anual en el país (MADR, 2006); sin embargo en los últimos 
años esta tendencia se ha revertido en los principales departamentos cultivadores como 
Antioquia y Cundinamarca, donde principalmente por diversos problemas fitosanitarios la 
extensión del cultivo se ha reducido. Así por ejemplo, la Gobernación de Antioquia reporta 
que para el año 2007, el área de siembra de este frutal se redujo en 1533 ha como resultado 
 16 
de pérdidas directas (1260 ha) o de la erradicación de los cultivos por parte de los 
agricultores (273 ha) (Gobernación de Antioquia, 2008). En Cundinamarca la situación es 
aún más preocupante, por cuanto para el año 2005 tan sólo se reportaron 751 ha del cultivo 
con rendimientos en promedio de 15.5 ton/ha, los cuales resultan muy inferiores a los 
rendimientos de Antioquia (32,5 ton/ha) y representan una reducción del 55% con respecto 
al área destinada al cultivo en el año 2000 en este departamento (Gobernación de 
Cundinamarca, 2002; 2006).  
El tomate de árbol en forma natural alcanza 2 a 3 m de altura, con tallos semileñosos y una 
copa que se desarrolla en diversas formas dependiendo de la ramificación del tallo y el tipo 
de propagación. Los frutos son bayas carnosas, halocárpicas, biloculares, reniformes u 
ovoides. Su tamaño varía de acuerdo con la variedad, edad de la planta y fertilidad del suelo 
donde se encuentre. Presenta un ciclo vegetativo perenne y se desarrolla bien en climas 
medios y fríos, en alturas entre 1700 a 2500 msnm y temperaturas óptimas de 9ºC a 20ºC. 
Como no requiere una alta humedad, se cultiva frecuentemente en zonas altas de clima seco 
(Bernal et al., 2003). 
La producción comienza entre los 12 y 14 meses después de la siembra. La fase productiva 
depende del manejo del cultivo, alcanzando bajo las condiciones actuales entre 17 y 44 
meses. En general los agricultores utilizan distancias de siembra de 2x2 m entre plantas, 
con poblaciones de 2.500 plantas por hectárea, ó alternativamente de 3,5x3,5 m en 
triángulo, con cerca de 1.100 plantas por hectárea (MADR, 2006). 
El Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural ha identificado como los principales 
limitantes para la tecnificación de este cultivo: la deficiencia en la calidad del material de 
siembra, las malas prácticas para la utilización de productos agroquímicos que 
generalmente conducen a sobrefertilización y al empleo excesivo de insecticidas y 
fungicidas, el manejo inapropiado de la postcosecha, especialmente en lo relacionado con el 
empaque – transporte, la ausencia de una adecuada asistencia técnica profesional y la 
presencia de diferentes problemas fitosanitarios como la Antracnosis (Colletotrichum 
gloeosporioides), los nematodos de la agalla (Meloidogyne spp.) y los problemas virales. 
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2.2. Problemas virales del cultivo de tomate de árbol. 
 
2.2.1. Problemas virales del tomate de árbol en el mundo. 
 
En el mundo sólo existen reportes de virus en cultivos de tomate de árbol en Nueva Zelanda 
y Ecuador.  En el primer país se han identificado los siguientes virus:  
Tamarillo mosaic virus, Potyvirus (TamMV), causa moteado y bandeamiento de venas en 
hojas y manchas oscuras en los frutos. 
Cucumber mosaic virus, Cucumovirus (CMV), ocasiona síntomas en hojas y frutos en 
forma de manchas y anillos.  
Potato aucuba mosaic virus, Potexvirus (PAMV), aparentemente es dependiente del TaMV 
para la transmisión por áfidos, pero no causa síntomas adicionales.  
Alfalfa mosaic virus, Alfamovirus (AMV), causa un mosaico amarillo brillante y bandeo de 
venas, pero al parecer no afecta el fruto.  
Tomato spotted wilt virus, Tospovirus (TSWV), es un virus transmitido por trips y asociado 
a la necrosis del fruto. 
Tomato mosaic virus, Tobamovirus (ToMV), causa mosaico, algunas veces con distorsión 
de las hojas jóvenes (Eagles et al., 1994). 
En Ecuador se han presentado epidemias virales que han causado pérdidas hasta del 50% en 
algunos cultivos (Vizuete et al, 1990), detectándose mediante ELISA los siguientes virus: 
a) Virus del mosaico del Tamarillo (TamMV), un Potyvirus que causa síntomas como 
moteado y bandeamiento de venas en las hojas y manchas oscuras en los frutos (Brunt et 
al., 1996), b) Virus del mosaico del cohombro (CMV), con síntomas en hojas y frutos en 
forma de manchas y anillos, c) Virus del Mosaico de la Alfalfa (AMV) que causa un 
mosaico amarillo brillante y bandeo de venas, pero al parecer no afecta el fruto (Fletcher, 
1987), d) Virus del mosaico del tabaco (ToMV) infectando frutos, e) Virus del  
marchitamiento moteado de tomate (TSWV), que también se ha asociado a necrosis del 
fruto y f) Virus de la mancha anular del tomate (ToRSV) (Vizuete et al, 1990). Más 
específicamente, en los valles de la provincia de Pichincha, se han encontrado los virus 
PLRV, ToRSV, PVY y AMV, como asociados al cultivo del tomate de árbol (Vizuete et al, 
1990). Los virus PVY y ToRSV fueron inoculados mecánicamente sobre árboles de tomate 
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de árbol mientras que PLRV fue transmitido a través del áfido M. persicae. PVY fue el 
virus más frecuentemente asociado con todos los síntomas estudiados, apareciendo como el 
problema viral de mayor importancia para este cultivo en Pichincha. Adicionalmente, en 
este estudio se encontraron plantas con síntomas de afecciones virales cuyo agente causal 
no pudo ser identificado mediante pruebas serológicas convencionales, lo que sugiere que 
el complejo viral puede ser aún mayor al hasta ahora reportado (Vizuete et al., 1990). Otros 
virus identificados anteriormente en Ecuador como CMV, TMV y TSWV no se observaron 
en dicho estudio, pero son reportados por Ochoa e Insuasti (2005) en diferentes regiones de 
este país, reportándose además la presencia de un posible nuevo virus del género Potyvirus 
asociado a ampollamientos, mosaicos, deformación de hojas, aclaramiento de venas, 
ondulamiento de hojas, síntomas que coinciden con lo reportado en Colombia por Ayala 
(2009) en plantas que presentaban la infección del nuevo Potyvirus: TaMLV. 
2.2.2. Problemas virales del tomate de árbol en Colombia. 
En Colombia se han reportado al menos seis enfermedades asociadas a virus en el cultivo 
del tomate de árbol. La primera de ellas se detectó en el departamento de Boyacá y fue 
denominada necrosis anular del tomate de árbol. El agente causal de esta enfermedad se 
caracteriza por presentar partículas alargadas y flexuosas de aproximadamente 750 nm de 
largo, con transmisión mecánica a partir de inóculo de frutos enfermos, pero no a partir de 
hojas afectadas ni del áfido Myzus persicae. Se cree que este virus hace parte del género 
Potyvirus aunque no se han realizado estudios genéticos que lo confirmen. La importancia 
económica actual de este problema viral no esta determinada claramente (Sánchez de 
Luque, 1982a, b; Maldonado y Sánchez de Luque, 1984; Tamayo, 1996). 
El segundo problema viral fue reportado por Sañudo y Orellana (1989), quienes registraron 
la presencia de síntomas virales en plantas de tomate de árbol en el Valle de Sibundoy 
(Putumayo). Esta enfermedad se caracterizaba por inducir el amarillamiento general de la 
planta y causar clareamiento de venas, vejigas y ampollas, enrollamiento foliar y reducción 
del área fotosintética; sin embargo la identidad de su agente causal no fue determinada.   
En Antioquia los primeros síntomas de afección viral fueron observados en cultivos de los 
municipios de Rionegro y Marinilla, que presentaban plantas con mosaicos. Tamayo 
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(1990), reporta la ocurrencia de partículas isométricas de aproximadamente 30 nm de 
diámetro y para cuya detección se ha desarrollado un anticuerpo policlonal denominado 
Col7 (Tamayo et al., 1999). Aparentemente este virus no se transmite por semilla sexual 
pero si de forma mecánica a plantas de tomate de árbol (Tamayo, 1990) y se reporta que 
para la fecha de su detección su incidencia era muy baja en cultivos del Norte de Antioquia.  
El cuarto problema viral fue denominado “Virosis del tomate de árbol”, se detectó en 1991 
en el municipio de Santa Rosa de Osos y en 1992 en el Oriente Antioqueño (Saldarriaga y 
Bernal, 1994). Los síntomas de esta enfermedad se manifiestan en hojas y frutos y se 
caracterizan por la presencia de mosaicos, engrosamiento de nervaduras, ampollas y 
formación de rosetas. En los frutos verdes se presentan manchas moradas que cambian a 
diferentes tonalidades rojizas con la maduración; además es frecuente encontrar frutos 
deformes y daños en la calidad de la pulpa. Aparentemente el virus no se transmite por 
semilla pero sí mecánicamente y presenta partículas alargadas y flexuosas de 
aproximadamente 750 nm de largo (Tamayo, 1996; Saldarriaga et al., 1997). La alta 
incidencia de esta enfermedad en el Norte antioqueño quedó demostrada a partir de un 
estudio realizado por Tamayo et al., (1999), donde se encontró que de 83 muestras foliares 
con síntomas aparentes de virosis, 22 reaccionaron con el antisuero Col-11 desarrollado en 
el laboratorio de la CIP para la detección de este virus. La especificidad de estos 
anticuerpos no se ha determinado, pudiendo presentar reacciones cruzadas con otros 
patógenos virales que afectan este cultivo en Colombia. 
 
Estudios recientes realizados por Ayala (2009) y Jaramillo (2009) en siete regiones 
productoras de tomate de árbol de Antioquia, identificaron la presencia de los virus AMV, 
CMV, PLRV, ToRSV y de los Potyvirus PVY y TaMLV en diferentes cultivos con 
síntomas de “Virosis” de este departamento, siendo los Potyvirus (detectados con 
anticuerpos universales para el grupo), el CMV y el PLRV los de mayor incidencia con 
niveles promedio de 76%, 57 y 41%, respectivamente. De otra parte, en estos trabajos se 
determinó mediante análisis de secuencias de la cápside viral altos niveles de identidad 
entre las cepas de PVY y PLRV detectadas en plantas de tomate árbol y aquellas que 
afectan los cultivos de papa del país y de otros lugares del mundo, aunque dos cepas 
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obtenidas de cultivos de Córdoba (Nariño) se presentaron como un grupo diferente a las 
razas de PVY comúnmente identificadas en plantas de papa. 
 
En el Valle del Cauca se reportó una quinta enfermedad de etiología viral asociada a 
cultivos de tomate de árbol, cuyos síntomas se manifiestan inicialmente con la presencia de 
un mosaico leve en hojas jóvenes, además presencia de vejigas, deformación y 
enrollamiento de la lámina foliar. A medida que la enfermedad avanza las hojas se 
presentan más pequeñas, arrugadas y tienden a caerse prematuramente. En la etapa final 
hay defoliación y las ramas comienzan a secarse de manera descendente. Su agente causal 
fue detectado mediante microscopía electrónica encontrando partículas isométricas y 
flexuosas que se transmiten  mecánicamente y por áfidos (Chávez y Varon, 2001). 
 
Finalmente, Betancourth et al., (2003), registró la ocurrencia de una enfermedad viral en el 
departamento de Nariño caracterizada por inducir manchas aceitosas, clorosis, mosaicos, 
distorsiones en color, tamaño y forma de las hojas y frutos. Su agente causal presentaba 
morfología de varilla flexuosa, de 800 nm y su transmisión fue confirmada mediante áfidos 
de la especie Myzus persicae e inoculación mecánica (Betancourth et al., 2003). 
 
Las observaciones recientes de sintomatologías de posible origen viral en cinco 
departamentos productores del país (Antioquia, Boyacá, Cundinamarca, Nariño y 
Putumayo) condujeron a Ayala (2009) y Jaramillo (2009) a proponer la utilización en 
forma general del nombre “Virosis del tomate de árbol” para agrupar los diferentes 
problemas virales presentes en este cultivo, y cuyas sintomatologías incluyen la presencia 
de mosaicos con ampollamientos, deformaciones foliares y cambios en la apariencia de 
flores y frutos. Adicionalmente, es posible la ocurrencia de síntomas más específicos como 
bandeamiento de venas, grabados no geométricos en hojas y frutos, amarillamiento de 
venas, manchas aceitosas, anillos necróticos y bronceamiento del tejido foliar. Sin 
embargo, la etiología de cada uno de estos síntomas no se ha identificado plenamente, 
requiriéndose el establecimiento de experimentos que permitan la separación de las mezclas 
de virus. 
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2.3. Descripción de los virus asociados a la ¨Virosis¨ del tomate de árbol. 
Con base en los registros descritos anteriormente se presenta una descripción detallada de 
las características de los principales grupos de virus asociados al tomate de árbol en 
Colombia y el mundo. 
 
2.3.1. Género Potyvirus 
Los potyvirus hacen parte de la familia Potyviridae cuyo nombre se deriva de la especie 
Potato virus Y (PVY). El virión esta constituido por filamentos flexuosos de 12 nm de 
ancho por 680 a 900 nm de longitud, con un coeficiente de sedimentación oscilando entre 
150 a 160 S y una densidad de 1.31 g/cm3 en CsCl (Khan y Dijkstra, 2006). 
 
El genoma de los potyvirus es una molécula de ARN de 9.7 kb que posee una proteína 
unida covalentemente al extremo 5’ (VPg, proteína ligada al genoma) y una cola de 
poliadeninas con una pequeña estructura en stem-loop sobre el extremo 3´ (Khan y Dijkstra, 
2006). El ARN comprende un solo marco abierto de lectura (ORF) que se traduce en una 
poliproteína de cerca de 3063 aminoácidos, que sufre una proteólisis compleja llevada a 
cabo por las proteasa propias del virus P1-pro, HC-pro y NIa. Los productos resultantes 
luego del clivaje son: P1-pro, HC-pro, P3, CI-Hel, 6kDa, NIa, NIb y CP (Figura 1). (Astier 
et al., 2007).  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Organización genómica de los potyvirus. La poliproteína se representa en la 
figura por la caja, con la cola poliadenilada en el extremo 3’. Las proteasas que clivan la 
poliproteína son P1-pro, HC-pro y NIa. (Tomado de: Astier et al., 2007).  
 
La proteína P1-pro posee una función de proteasa que efectúa el clivaje en cis de la 
poliproteína entre P1 y HC-pro; ésta además posee motivos de anclaje al ARN y ejerce una 
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función en trans para la amplificación del genoma viral. HC-pro es el componente asistente 
para la transmisión por áfidos y el extremo N terminal correspondiente al HC es esencial 
para la eficiente replicación del genoma; este componente posee una función de proteasa 
(con cisteína) sobre el extremo C - terminal que cliva entre HC-pro y P3. Este componente 
asistente también esta involucrado en el transporte a largas distancias y la patogenicidad del 
virus. La proteína P3 posee dos regiones altamente hidrofóbicas características de 
moléculas transmembranales pero no tiene una función conocida hasta ahora. Entre las 
proteínas traducidas de ARN de TVMV (Tobacco vein mottling virus) es posible detectar la 
proteína P3 y un pequeño producto de 6 kDa que aparentemente es un producto tardío de la 
hidrólisis de un precursor. La Helicasa de Inclusión Citoplasmática (CI-Hel) forma en las 
células infectadas, cuerpos de inclusión característicos de todos los miembros de la familia 
Potyviridae. Esta proteína posee 7 motivos conservados característicos de una helicasa, 
necesaria para el desdoblamiento de las cadenas de ARN (Astier et al., 2007). Ésta proteína 
se ha encontrado asociada a la membrana plasmática y a los plasmodesmos de las células 
vegetales desarrollando un papel importante en el transporte célula a célula (Khan y 
Dijkstra, 2006). El producto de 6 kDa es una proteína altamente hidrofóbica que enlaza el 
complejo de replicación a las membranas. La proteína de Inclusión Nuclear a (NIa) se 
encuentra inicialmente en el citoplasma, donde lleva a cabo la proteólisis de la región N-
terminal de la poliproteína, realizando un clivaje autocatalítico que libera a la proteína VPg 
para luego acumularse en el núcleo. La proteína de Inclusión Nuclear b (NIb) posee 
motivos semejantes a la función polimerasa, notablemente GDD; además posee una 
secuencia de direccionamiento nuclear y forma cuerpos de inclusión en el núcleo, en 
ocasiones en asociación con NIa. La proteína de cápside (CP) es el componente estructural 
del virión e interviene notablemente en la transmisión por áfidos (presencia de la tripleta 
DAG en la región N- terminal de la proteína) y el movimiento (Astier et al., 2007, Khan y 
Dijkstra, 2006). 
 
Se han descrito 111 especies y 86 especies tentativas del género Potyvirus. Muchas de estas 
especies tienen un rango de hospedantes limitado, mientras que otras como PVY pueden 
infectar un amplio número de hospedantes en 30 diferentes familias botánicas. La 
transmisión de los potyvirus es principalmente por áfidos de forma no persistente y por 
inoculación mecánica, aunque algunas especies son transmitidas por semilla (Pea seed-
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borne mosaic virus, PSbMV; Lettuce mosaic virus, LMV; Bean common mosaic virus, 
BCMV). La sintomatología es generalmente variable debido a la gran cantidad de cepas 
que puede tener una especie (Astier et al., 2007). 
 
Los potyvirus son moderadamente inmunogénicos. Las especies están serológicamente 
interrelacionadas e incluso están asociadas a miembros de los géneros Rymovirus y 
Bymovirus. Cuando se utilizan anticuerpos dirigidos a la región N- terminal de la cápside, 
las variantes de los virus pueden distinguirse (Khan y Dijkstra, 2006). 
 
Las especies de este género causan enfermedades devastadoras en numerosos cultivos y en 
ambientes altamente diferentes. Son considerados como los mayores responsables de las 
pérdidas ocasionadas por enfermedades virales de las plantas. En árboles frutales de frutos 
de hueso, PPV es el principal responsable de pérdidas en el Sureste de Europa. El virus se 
presenta además en el occidente del continente europeo y en los Estados Unidos.  (Astier et 
al., 2007). 
 
PVY presenta una distribución mundial en cultivos de papa y otras solanáceas como 
pimentón, tabaco y tomate. Los estudios reportan reducciones hasta del 50% en los cultivos 
de papa afectados por PVY, además los tubérculos de las plantas afectadas presentan 
problemas de calidad como agrietamientos y cambios en sus contenidos de almidón. Una 
característica fundamental de las infecciones causadas por PVY en sus hospedantes, es el 
desarrollo de inclusiones virales en las células afectadas. Los cuerpos de inclusión amorfos 
de apariencia granular son observados en el citoplasma de las células infectadas y en el 
núcleo, constituidos por el componente asistente (HC-pro) y caracterizados por ser cristales 
tipo rueda de carreta (pinwheels), siendo más evidentes en los tejidos epidermales (Astier et 
al., 2007). Variantes de PVY inducen inclusiones nucleares cristalinas que contienen las 
proteínas de inclusión nuclear a y b (NIa y NIb) (Khan y Dijkstra, 2006). 
 
2.3.2. Cucumber mosaic virus (CMV), Cucumovirus. 
El CMV pertenece al género Cucumovirus de la familia Bromoviridae, que es una de las 
familias más importantes de virus de ARN que afectan plantas e incluye además los 
géneros: Alfamovirus, Bromovirus, Ilarvirus y Oleavirus. Los miembros de ésta familia 
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tienen partículas isométricas con diámetro entre 26 y 35 nm. Los viriones de cucumovirus 
son estabilizados por interacciones proteína-ARN. La cápside tiene 32 capsómeros y esta 
constituida por 180 subunidades, sin presencia de envoltura externa. Tienen una densidad 
en CsCl de 1.367 g/cm3 (después de la fijación con formaldehído). En las preparaciones 
purificadas se ha encontrado un componente con un coeficiente de sedimentación de 99 
S20w; el punto isoeléctrico (PI) se encuentra a pH 5,5 (en la cepa Q), el punto térmico de 
inactivación (TIP) está entre 55 y 70 ºC; su longevidad in vitro (LIV) es de 1 a 10 días. 
Aunque el título es dependiente del hospedero, el punto final de la dilución (DEX) está 
entre 1x10-3 y 1x10-6. La infectividad no cambia con tratamientos con éter, puede decrecer 
o mantenerse cuando se usan proteasas y se mantiene cuando se usa fenol o detergente 
(ICTV, 2006a). 
 
El genoma del CMV está constituido por ARN de cadena sencilla positiva, consiste de tres 
segmentos lineales: ARN-1: 3,4 kb, ARN-2: 3 kb, ARN-3: 2,2 kb encapsidados de forma 
independiente. Además genera un ARN subgenómico denominado ARN-4 que codifica 
para la cápside viral y se deriva del ARN-3. El CMV a diferencia de los bromovirus, tiene 
un ARN-4A subgenómico adicional que procede del ARN-2 y esta implicado en el 
movimiento del virus a largas distancias. Además se cree interfiere con el sistema de 
defensa de sus hospedantes (Figura 2) (Astier et al., 2007, Khan y Dijkstra, 2006). El 
genoma completo es de 8623 nt (Accesiones: NC001440, NC002034, NC002035) y 
constituye el 18% del peso del virión (García-Arenal y García, 2000). La organización y 
expresión del genoma se asemeja a la de los bromovirus. El ARN-1 codifica para 
metiltransferasa y helicasa, mientras que el ARN-2 tiene un dominio de polimerasa y el 
ARN-3 para una proteína de movimiento. Los cuatro ARN virales poseen un nucleótido 
caperuza metilado con secuencia del tipo m7G5’ppp5‘(Gp) sobre el extremo 5´ y tienen 
sobre el extremo 3’ una secuencia de nucleótidos conservada del tipo ARNt de 150 a 200 
nucleótidos de longitud, que puede estar o no aminoacetilada con tirosina (Sokhandan et 
al.,  2006). La combinación entre la proteína de movimiento y la proteína de la cápside se 
ha encontrado como la responsable para la propagación del CMV y para el desarrollo de 
síntomas, pero en realidad cada uno de los productos de los cinco genes está implicado en 
el movimiento del virus y determina el tipo de síntomas en una planta infectada. Algunas 
variantes de CMV con ARN subgenómico 4A encapsidado poseen un pequeño ARN-5 
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también encapsidado co-terminal con el extremo 3´ de los ARN 3 y 4. Además de este 
ARN-5 viral, algunas cepas de CMV y Peanut stunt virus (PSV) pueden tener pequeños 
ARN satélites de peso molecular cercano a 100.000 (Khan y Dijkstra, 2006). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Organización genómica del CMV. Los ARN subgenómicos 4A y 4 corresponden 
al ARN subgenómico responsable del movimiento del virus a largas distancias y a aquel 
que codifica para la cápside, respectivamente. (Tomado de: Astier et al., 2007).  
 
Estudios de microscopía de luz han revelado que el CMV produce inclusiones masivas 
principalmente en células del mesófilo, así como en la epidermis de hojas infectadas. Las 
inclusiones consisten de arreglos de partículas virales frecuentemente encontradas dentro de 
la vacuola central donde aparecen como largos cristaloides. Los viriones también pueden 
ser detectados en el núcleo (Khan y Dijkstra, 2006). 
 
Los cucumovirus pueden ser transmitidos mecánicamente ó por áfidos (más de 75 especies) 
en forma no persistente, así como a través de semilla en algunas especies. El rango de 
hospedante de CMV es muy amplio con más de 1000 especies en 85 familias botánicas. El 
efecto detrimental y los síntomas son frecuentemente muy marcados (mosaicos, 
enrollamientos foliares, filiformismo, necrosis) haciendo del virus un patógeno de gran 
importancia económica mundial. CMV está frecuentemente asociado con un ARN satélite 
de alrededor de 350 nucleótidos denominado CAARN5 (ARN-5 asociado a Cucumber 
mosaic virus), que depende de éste para su replicación y encapsidación. En muchos casos, 
la secuencia del satélite afecta la sintomatología de la enfermedad causada por CMV, 
induciendo formas de acentuación como la necrosis letal o por el contrario ocasionado la 
atenuación de la infección (Astier et al., 2007). 
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Dos subgrupos de CMV (I y II) han sido descritos basados en reacciones serológicas. Una 
división similar ha sido realizada con base en los niveles de identidad de la secuencia de 
nucleótidos del genoma (Khan y Dijkstra, 2006). Serológicamente el virus esta relacionado 
con los cucumovirus: Peanut stunt virus y con el Tomato aspermy virus. Según Rezaian et 
al., 1985; Davies y Symons, 1987 citados por el ICTV (2006a), este virus tiene secuencias 
homólogas con el Brome mosaic virus (Bromovirus) y con las secuencias del ARN– 1 y 
ARN– 2 del alfalfa mosaic virus (Alfamovirus) y tobacco mosaic virus (Tobamovirus). 
 
2.3.3. Alfalfa mosaic virus – (AMV), Alfamovirus. 
Este virus pertenece al género Alfamovirus de la familia Bromoviridae. El virión del AMV 
está compuesto por cuatro partículas baciliformes con diámetros de 18 nm y una longitud 
que puede estar entre 30 a 57 nm (construida con 30 dímeros, es decir 60 subunidades) con 
coeficientes de sedimentación de 94, 82, 73 y 66S (Astier et al., 2007; Khan y Dijkstra, 
2006). Cada partícula contiene una molécula de ARN (para los ARN genómicos 1 y 2) o 
dos para el ARN-3 y ARN-4 (Figura 3) (Astier et al., 2007). La densidad promedio de 
todos los viriones es de 1.278 g/cm3 en Cs2SO4. La subunidad de la cápside posee un peso 
molecular de 24000 Da (Khan y Dijkstra, 2006). El PI se encuentra a pH 4,6; el TIP está 
entre 60 y 65 °C, su LIV es de 1 a 4 días. Aunque el título es dependiente del hospedante, el 
DEX se ubica entre 1x10-3 y 1x10-4. El virus continua siendo infectivo con tratamientos con 
éter y con proteasas (Zitikaitė y Samuitienė, 2008). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Organización genómica del AMV. (Tomado de: Astier et al., 2007). 
El genoma constituye el 16% del peso del virión, y se encuentra dividido en cuatro 
segmentos de ARN de una sola hebra en sentido positivo. El genoma del AMV tiene entre 
Subgenómico 
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8274 y 9155 nt de longitud (Accesiones: NC001495, NC002024, NC002025) (Hull, 2004). 
El ARN-1 tiene 3.6kb, el ARN-2 tiene 2.6kb, el ARN-3 tiene 2kb de longitud y el ARN-4 
tiene una secuencia de 0.9kb que codifica para las subunidades de la cápside viral, las 
cuales se enlazan al extremo 3´del ARN genómico permitiendo el reconocimiento de la 
polimerasa tipo RdRp y la activación de la replicación (Astier et al., 2007). Todos los ARN 
poseen un nucleótido caperuza metilado con secuencia del tipo m7G5’ppp5‘(Gp) sobre el 
extremo 5´ y una estructura secundaria compleja sobre el extremo 3´. Los dos más grandes 
ARNs: ARN-1 y ARN-2, codifican para las proteínas P1 y P2 respectivamente, y están 
involucradas en la replicación del genoma. El ARN-1 posee dos dominios: metiltransferasa 
y helicasa y el ARN-2 tiene motivos para RdRp. La proteína de movimiento (MP) es 
codificada por el ARN-3 y es requerida para el movimiento célula a célula (Khan y 
Dijkstra, 2006).  
 
Aquellos viriones que contienen únicamente los ARN genómicos 1 y 2, pueden replicarse 
en protoplastos en ausencia del ARN-3. El virus es sintetizado en el citoplasma, aunque la 
presencia de la proteína de la cápside en el núcleo ha dado indicios de que puede darse un 
proceso replicativo del virión en esta región celular (Khan y Dijkstra, 2006).  
  
En citoplasmas de hojas de tabaco infectadas se han observado partículas virales en forma 
agregada y no agregada. Estudios con microscopía de luz han revelado la presencia de 
inclusiones densas vacuolares en el citoplasma (Khan y Dijkstra, 2006).  
 
El virus puede transmitirse mecánicamente dado que es moderadamente estable en savia 
cruda para infectar nuevas plantas. La infectividad se pierde cuando la savia se calienta a 
temperaturas entre los 50 y los 70 °C por 10 minutos. La transmisión de forma natural 
ocurre por áfidos de forma no persistente. La transmisión por semilla y por polen también 
ha sido reportada. El AMV es moderadamente inmunogénico. Algunas variantes difieren 
substancialmente de otras y pueden distinguirse por pruebas serológicas (Khan y Dijkstra, 
2006).  
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2.3.4. Potato leafroll virus - (PLRV), Polerovirus. 
El PLRV pertenece al género Polerovirus de la familia Luteoviridae, que se caracteriza por 
incluir virus isométricos de 25 a 30 nm de diámetro compuestos de 180 subunidades de una 
proteína con 21-23 kDa y un genoma de ARN de cadena sencilla positiva con un tamaño de 
5,7 – 5,9 kb, que frecuentemente se encuentra asociado en su extremo 5´ a una proteína 
VPg. El extremo 3’ no es poliadenilado y no tiene una estructura parecida a un ARN de 
transferencia (Hull, 2004). Los Polerovirus poseen un coeficiente de sedimentación de 115 
a 127 S y una densidad en CsCl de 1.39 a 1.42 g/cm3. Las partículas virales de algunas 
especies pueden tener un ARN satélite (Hull, 2004; Khan y Dijkstra, 2006).  
 
El genoma del PLRV posee ochos marcos abiertos de lectura (ORFs 0-7) cuya organización 
es comparable a la de los luteovirus excepto por un ORF extra (ORF0) que codifica para 
una proteína de 29 kDa, indispensable para la acumulación del virus y la expresión de los 
síntomas (Khan y Dijkstra, 2006; Astier et al., 2007). El ORF 1 tiene motivos 
característicos de serin-proteasas y posee la secuencia que codifica para VPg (Astier et al., 
2007). El ORF 2 codifica para la polimerasa, a partir de un mecanismo de cambio de 
lectura -1 FS (‘frameshift’ -1 ribosomal) (Khan y Dijkstra, 2006). El producto del ORF 3, 
corresponde a la proteína de la cápside viral; este ORF se fusiona con el ORF 5, dando 
origen a un ARN subgenómico, que luego es clivado en la mitad de la secuencia del ORF 5; 
se cree que la proteína resultante de 76-80 kDa es una proteína estructural menor 
involucrada en la transmisión por áfidos del virus, al actuar con la simbionina confiriendo 
estabilidad a la partícula viral en la hemolinfa del insecto (Talianski et al., 2003). El ORF 4 
está involucrado con el movimiento del virus en la planta, sin embargo no existe una 
evidencia clara de esto (Figura 4). El ORFs 6 y posiblemente un ORF 7 codifican para 
proteína putativa cuya función no ha sido plenamente identificada, aunque se presume que  
P7 puede estar involucrada en la unión a ácidos nucleicos (Ashoub, 2003). 
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Figura 4. Organización genómica del PLRV. (Tomado de: Astier et al., 2007). 
 
Muchas de las partículas virales se encuentran en los citoplasmas de las células 
parenquimáticas del floema y de células acompañantes, donde aparecen como grandes 
agregados. Se tienen registros de observaciones de inclusiones cristalinas en las vacuolas de 
algunas células. Las plantas infectadas con PLRV muestran vesículas en el citoplasma y 
necrosis en los tejidos del floema, y se han encontrado frecuentemente acumulaciones de 
calosa en los elementos de los tubos cribosos (Khan y Dijkstra, 2006). Los polerovirus no 
son transmisibles mecánicamente y la transmisión natural ocurre por muchas especies de 
áfidos (más de 12 géneros) en forma persistente circulativa (Astier et al., 2007) y no 
propagativa. El virus puede ser trasmitido por injerto pero no por semilla y existen registros 
donde se ha descrito la transmisión por polen (Mowry y Ophus, 2002; Hull, 2004; Alvarez 
et al., 2007). 
 
2.3.5. Tomato ringspot virus - (ToRSV), Nepovirus. 
La especie Tomato ringspot virus pertenece al género Nepovirus de la familia Comoviridae. 
Esta familia tiene 3 géneros: Comovirus, Fabavirus y Nepovirus. Son virus isométricos con 
dos partículas de un diámetro de 28 a 30 nm, su cápside es compuesta de una sola proteína, 
con 32 capsómeros y subunidades particularmente largas (57 kDa), a diferencia de los 
comovirus y los fabavirus. Los componentes T, M y B del ToRSV tienen coeficientes de 
sedimentación de 53, 91 y 126 S, respectivamente, con unas densidades para T y M de 1,42 
y para B de 1,52 g/cm3. Un pequeño número de nepovirus poseen ARN satélites circulares 
o lineales asociados a los genomas (Agrios, 2005; Khan y Dijkstra, 2006).  
Subgenómico 
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El genoma consiste de dos cadenas sencillas de ARN en sentido positivo (ARN-1 o ARN-B 
y ARN-2 o ARN-M) (Agrios, 2005; Astier et al., 2007) con 15800 nt, (Khan y Dijkstra, 
2006). El extremo 5’ del genoma tiene una VPg, mientras que el  3’ tiene una cola de poli-
A. La organización del genoma es muy similar a la de los comovirus (Figura 5). El ARN-1 
(B) del ToRSV tiene una secuencia de 7.4 kb, con un extremo 3` no codificador de 1546 nt 
y un 5` con 1140 nt; el ARN-1 codifica para una poliproteína de 254 kDa que es clivada por 
una proteasa interna de 23 kDa, generando al menos cinco proteínas con motivos para un 
cofactor de proteinasa (aprox. 45 kDa), una helicasa (aprox. 88 kDa), VPg (2,9 kDa), 
Proteinasa (24 kDa) y una RdRp (92 kDa) (Khan y Dijkstra, 2006, Astier et al., 2007). El 
ARN-2 (M) posee un tamaño variable entre 3.4 a 7.2 kb, con un extremo 3` no codificador 
de 1550 pb. La estrategia de encapsidación del ARN-2 se ha utilizado para dividir los 
nepovirus en tres subgrupos: el subgrupo a contiene partículas virales con ARN-2 de 4,3 a 5 
kb y son encapsidados en ambas partículas, B y M. El subgrupo b que posee partículas 
virales con ARN-2 de 4,6 a 5,3 kb encapsidado únicamente en el componente M, y el 
subgrupo c que posee partículas virales con ARN-2 de 6,3 a 7,3 kb encapsidado en el 
componente M y puede ser difícilmente separado del componente B (Khan y Dijkstra, 
2006). El ARN-2 da lugar a una poliproteína que es clivada en tres proteínas. La tercera 
proteína generada contiene el motivo de la cápside (60-62 kDa), la segunda codifica para 
una proteína de movimiento y un péptido requerido para la replicación del ARN-2 y la 
primera no tiene función conocida hasta el momento (Rott et al., 1991; Khan y Dijkstra, 
2006, Astier et al., 2007). La secuencia localizada dentro del residuo 513 del C- terminal de 
la poliproteína codificada por el ARN-2, parece ser la responsable de la transmisión del 
Grapevine fanleaf virus por nemátodos de la especie Xiphinema index (Khan y Dijkstra, 
2006).  
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Organización genómico del ToRSV. (Tomado de: Astier et al., 2007). 
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En células epidermales y en tejidos meristemáticos se han observado partículas virales de 
ToRSV en arreglos cristalinos o agregados amorfos. Las partículas agregadas también se 
han detectado en tejidos de polen y óvulos (Khan y Dijkstra, 2006).  
 
El ToRSV es fácilmente transmitido mecánicamente. Los viriones son estables en savia 
cruda de plantas infectadas donde pueden retener su infectividad alrededor de los 20°C por 
una o dos semanas. Se inactivan cuando se someten a temperaturas entre 60 a 65°C por 10 
minutos. En la naturaleza, muchos de los nepovirus son transmitidos por nemátodos 
principalmente por los géneros Longidorus y Xiphinema, por semilla o por polen. 
Adicionalmente, ToRSV ha sido reportado que puede ser transmitido por trips, escarabajos 
pulgas, grillos, áfidos y ácaros; sin embargo, muchos nepovirus no tiene un vector conocido 
de transmisión (Khan y Dijkstra, 2006).  
 
2.3.6. Tomato spotted wilt virus - (TSWV), Tospovirus  
El Tomato spotted wilt virus (TSWV) pertenece al género Tospovirus de la familia 
Bunyaviridae. Esta es una amplia familia de virus que afecta vertebrados, invertebrados y 
plantas (Tsompana, et al., 2005). El género Tospovirus es el único de esta familia que 
infecta plantas, sus especies son diversas, cosmopolitas y de gran importancia económica 
causando pérdidas considerables (Mumford et al., 1996, Roselló et al., 1996). Los viriones 
son esféricos de 80 a 110 nm de diámetro y poseen una membrana lipídica con pequeños 
péptidos llamados peplómeros compuestos de las glicoproteínas G1 y G2 en su superficie. 
La membrana envuelve tres nucleocápsides pseudocirculares cada una de las cuales rodea 
un segmento de ARN de cadena sencilla, encapsidados por la proteína N (nucleocápside), 
la que se encuentra fuertemente asociada con la polimerasa viral (proteína L) a escala de 15 
a 20 moléculas por virión (Khan y Dijkstra, 2006, Astier et al., 2007). Después de varias 
transmisiones mecánicas de TSWV se generan nucleocápsides que permanecen sin 
envoltura externa (Khan y Dijkstra, 2006). El genoma del TSWV constituye entre el 1 y el 
2% del virión de aproximadamente 17 kb. Está compuesto por tres segmentos de ARN 
(grande (L), mediano (M) y pequeño(S)) de cadena sencilla circular cerrado de forma no 
covalente. El segmento L tiene un tamaño de 8.897 nt, el M de 4.821 nt y el S de 2.916 nt. 
Los segmentos poseen complementariedad 3´y 5´terminal para formar la estructura estable. 
El ARN-L tiene una polaridad negativa y codifica para la polimerasa tipo RdRp de 320 
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ARN M 
ambisentido 
ARN S 
ambisentido 
ARN mensajero 
ARN viral ambisentido 
ARN complementario 
ARN mensajero 
ARN L (-) 
kDa. Tanto el ARN-M como el ARN-S presentan una estrategia de codificación 
ambisentido. La cadena viral (v) del ARN-M codifica para una proteína no estructural 
(NSM) de 34 kDa involucrada en el movimiento célula a célula de las nucleocápsides. La 
otra cadena denominada cadena complementaria viral (vc) codifica para una proteína 
precursora de 127 kDa a partir de la cual se genera el ARN subgenómico que da origen a 
las proteínas G1 y G2. El ARN-S codifica una proteína no estructural (NSS) de 52 kDa en 
el ARN viral (v), y la proteína N de 29 kDa en la cadena complementaria viral (vc), 
generada a partir de una ARN subgenómico. La función de la NSS aún es desconocida 
(Khan y Dijkstra, 2006).  
 
Los ARNs subgenómicos están delimitados por una estructura de doble cadena (A-U) 
localizada en la región intergénica de los ARN M y S (Figura 6) (Astier et al., 2007). Una 
deleción en el ARN-M genera una forma defectuosa del virus generando partículas sin 
envoltura externa (Khan y Dijkstra, 2006). A bajas concentraciones de proteína N, la 
polimerasa transcribe los ARN genómicos con ayuda de las caperuzas metiladas del 
extremo 5´ de los ARN mensajeros del hospedante; luego, estos nuevos ARN mensajeros 
formados se traducen en diferentes proteínas. Posteriormente, se replica el genoma viral 
(Khan y Dijkstra, 2006). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Organización genómica del TSWV. (Tomado de: Astier et al., 2007). 
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El proceso de infección del TSWV se da en el citoplasma. Después de que el virus entra a 
la célula, los viriones se despojan de sus membranas y las nucleocápsides infectivas son 
liberadas. Luego de la replicación del genoma viral, las proteínas G1 y G2 formadas 
previamente, son transportadas al sitio donde se da la liberación. El nuevo ARN viral se 
ensambla con la proteína N para luego unirse a la proteína L. Luego, las nucleocápsides se 
asocian con la proteína NSM y son transportadas de célula a célula vía plasmodesmos. Las 
nucleocápsides pueden también formar nuevos viriones al asociarse con las proteínas G1 y 
G2 para posteriormente ser liberadas en el retículo endoplásmico o en el aparato de golgi 
(Khan y Dijkstra, 2006). 
 
Los viriones de los tospovirus están agrupados en grandes agregados en las cisternas del 
retículo endoplásmico. En algunos casos, la acumulación de la proteína NSS puede 
observarse en el citoplasma como estructuras paracristalinas. Las formas defectuosas de los 
virus carecen de membrana y aparecen como una estructura densa amorfa en las secciones 
ultrafinas de las células de hojas infectadas (Khan y Dijkstra, 2006). 
 
La transmisión del TSWV puede ser mecánica, pero el virus es generalmente inestable. A 
20°C su infectividad en savia cruda de plantas se pierde en un par de horas y luego de la 
exposición a 45°C los virus se inactivan completamente. La transmisión natural es por trips 
principalmente de los géneros Frankliniella y Thrips en forma circulativa propagativa. 
Únicamente las larvas pueden adquirir el virus, pero tanto estados larvales como adultos 
pueden transmitirlo. Además, las nucleocápsides no pueden ser adquiridas directamente por 
el vector, ya que éste adquiere solamente a los viriones completos. Los virus se replican en 
el intestino medio de las larvas, pudiéndose ubicar posteriormente en las células musculares 
y glándulas salivales, dependiendo del vector (Khan y Dijkstra, 2006). 
 
Los anticuerpos generados contra los tospovirus reconocen suspensiones virales, 
nucleocápsides o proteínas virales. Cuando se usa la proteína N como blanco de detección 
se pueden distinguir tres diferentes serogrupos de tospovirus. Dentro del serogrupo II se 
reconocen dos serotipos basados en reacciones diferentes con anticuerpos monoclonales. 
Un tercer serogrupo comprende únicamente la especie Impatiens necrotic spot virus, la cual 
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no muestra ninguna reacción cruzada con otros virus ubicados dentro de los serogrupos I y 
II. No se tienen registros actualmente de relaciones entre TSWV y los miembros de la 
familia Bunyaviridae que afectan animales (Khan y Dijkstra, 2006). 
 
2.3.7. Tomato mosaic virus - (ToMV), Tobamovirus. 
El ToMV posiblemente de distribución mundial, se encuentra relacionado en su 
importancia económica con el Tobacco mosaic virus (TMV), el cual infecta tabaco y otras 
solanáceas; ambos virus se encuentran dentro del género Tobamovirus que aún no ha sido 
asignado a una familia (Agrios, 2005). El virus tiene cápside sin envoltura, elongada, y con 
simetría helicoidal, con forma de varilla rígida y de una longitud de 300 nm y un ancho de 
18 nm, el canal axial es de 4 nm de diámetro y el ‘pinch’ de la hélice es de 2,3 nm (ICTV, 
2006b). 
 
El genoma constituye el 5% del peso del virión, es monopartita y consiste de una cadena 
sencilla de ARN en sentido positivo con 6.384 nt y una caperuza metilada en su extremo 5' 
m7Gppp(G) (Fujisaki y Ishikawa, 2008). El ARN codifica para proteínas estructurales y no 
estructurales y los viriones tienen solo un tipo de proteína de cápside. El genoma del ToMV 
codifica para cuatro proteínas: 130 kDa, 180 kDa, 30 kDa y la proteína de la cápside (CP) 
de 17,5 kDa (Komoda, et al.,  2007). Las proteínas de 130 kDa y 180 kDa son sintetizadas 
desde el ARN genómico y están involucradas en la replicación, supresión del 
silenciamiento y movimiento de célula a célula. La proteína 180 K es sintetizada por 
supresión del codón de terminación del ORF de la proteína 130 K (Komoda, et al.,  2007). 
De las cuatro proteínas que codifica ToMV, la proteína 180 K es necesaria para la 
replicación del ARN. Sin embargo, en el ORF que codifica para la proteína 130 K, el 
reemplazo del codón de terminación por una tripleta que codifica para tirosina ó 
fenilalanina,  inhibe la producción de la proteína 130 K, lo cual reduce la eficiencia en la 
replicación del ARN viral. Así, el balance de la síntesis de ambas proteínas (la 130 K y la 
180 K) son necesarias para una replicación eficiente del ARN (Komoda, et al., 2007). La 
proteína 30 kDa es requerida también por el virus para el movimiento de célula a célula, 
además junto con la CP son sintetizadas por traducción del ARN subgenómico (Figura 7) 
(Tsai et al., 2008).  
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Figura 7. Organización genómica del ToMV. (Tomado de: Astier et al., 2007). 
 
El ToMV no es transmitido por un vector pero si se transmite por inoculación mecánica, 
injerto, por contacto entre hospedantes y por semilla (hasta un 94% en plantas de tomate). 
El virus es encontrado en la parte externa de la semilla, aunque algunas veces puede 
detectarse en el endospermo, pero no en el embrión. El virus es serológicamente 
relacionado con otros tobamovirus (ICTV, 2006b). En tomate y pimentón se ha encontrado 
que la transmisión puede darse por pequeñas heridas inducidas por los primordios radicales 
a tegumentos infectados cuando se está dando el proceso de germinación (Astier et al., 
2007). 
 
2.4. Transmisión de virus por semilla sexual. 
 
La transmisión de virus por semilla sexual involucra un número relativamente bajo de 
virus. Se conocen al menos 108 virus transmitidos a través de este medio en por lo menos 
uno de sus hospedantes, siendo los más frecuentes los miembros de los géneros Potyvirus 
(20), Nepovirus (18), Ilarvirus (8) y Comovirus (7), además de los alfacriptovirus y 
betacriptovirus, en donde la transmisión por semilla sexual es la única forma de transmisión 
conocida (Mink, 1993 citado por Astier et al., 2007).  
 
Las semillas sexuales de las plantas son un medio ideal para la sobrevivencia de virus, 
especialmente cuando éstas no están completamente nutridas. Independientemente de su 
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frecuencia de transmisión la cual varía entre el 0 y el 100% dependiendo del genotipo tanto 
del virus como del hospedante y del efecto de los factores ambientales, los virus 
transmitidos por semilla tienen un impacto considerable sobre el desarrollo epidémico de 
algunas enfermedades virales de importancia mundial (Khan y Dijkstra, 2002). En la Tabla 
1 se presentan algunos de los principales virus de importancia económica mundial 
transmitidos por semilla sexual (Astier et al., 2007).  
  
El Potyvirus BCMV (Bean common mosaic virus), fue el primer virus reportado en ser 
transmitido por semilla sexual. La transmisión por semillas ofrece una estrategia atractiva 
para la permanencia de aquellos virus que tienen un rango de hospedantes restringido y que 
siguen un patrón de transmisión por insectos de forma no persistente. Además, algunos 
virus pueden inducir síntomas en semillas, pero estas observaciones no necesariamente 
deben correlacionarse con su habilidad para ser transmitidos a través de este medio (Hull, 
2004; Astier et al., 2007). 
 
Tabla 1.  Virus para los cuales la transmisión por semilla sexual presenta importancia 
económica mundial (Tomada de: Astier et al., 2007). 
 
En cultivos de leguminosas 
BBSV Broad bean stain virus Fríjol Comovirus 
BBTMV Broad bean true mosaic virus  Frijol 
Cucumovirus CMV Cucumber mosaic virus Maní, fríjol, caupí, lupino 
Nepovirus TRSV Tobacco ringspot virus Soya 
IPCV Indian peanut clump virus Maní Pecluvirus 
PCV Peanut clump virus Maní 
BCMV Bean common mosaic virus Maní, fríjol, caupí 
BCMNV Bean common mosaic necrosis virus Frijol 
BYMV Bean yellow mosaic virus Lupino 
CABMV Cowpea aphid borne mosaic virus Caupí 
PeMoV Peanut mottle virus Maní 
PSbMV Pea seed-borne mosaic virus Lenteja, arveja 
Potyvirus 
SMV Soybean mosaic virus Soya 
Tobravirus PEBV Pea early browing virus Arveja 
No clasificado ULCV Urdbean leaf crinckle virus Vigna mungo y V. radiata 
En cultivos de hortalizas 
Carmovirus MNSV Melon necrotic mosaic virus Melón 
Comovirus SqMV Squash mosaic virus Chayote, melón 
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Potyvirus LMV Lettuce mosaic virus Lechuga 
CGMMV Cucumber green mottle mosaic virus Cucurbitaceas 
PMMoV Pepper mild mottle virus Pimiento 
TMV Tobacco mosaic virus Pimiento, tomate 
Tobamovirus 
ToMV Tomato mosaic virus Pimiento, tomate 
En cultivos de cereales 
Furovirus SBWMV Soil-borne wheat mosaic virus Trigo, centeno 
Hordeivirus BSMV Barley stripe mosaic virus Cebada 
Pecluvirus IPCV Indian peanut clump virus Trigo 
Potyvirus MDMV Maize dwarf mosaic virus Maíz 
No clasificado HPDV High plain disease virus Maíz 
 
2.4.1. Características biológicas de la transmisión por semilla sexual. 
La transmisión de virus por semilla sexual es un fenómeno complejo que involucra una 
íntima interacción entre el virus y el hospedante, un estado de infección floral y el efecto de 
la influencia de diversos factores ambientales. La infección del embrión es el factor más 
importante en la transmisión por semilla con algunas excepciones. Las plantas infectadas 
después o inmediatamente antes de la floración, generalmente escapan a la transmisión de 
virus por este medio. La transmisión por semilla depende de la habilidad del virus para 
infectar los tejidos de los microgametofitos y megagametofitos que dan lugar a granos de 
polen y ovarios, respectivamente, o en su habilidad para infectar el embrión durante la 
embriogénesis. La transmisión de virus por óvulo es bastante común, mientras que pocos 
virus transmitidos por semilla transcienden su progenie a través del polen. En la 
transmisión por óvulo, el virus infecta las partes florales en etapas tempranas de su 
desarrollo; por otra parte, en el polen, el virus debe ser capaz de infectar los meristemas 
florales y las células madres del polen en estados tempranos, antes de que aparezca la capa 
de calosa. Ésta combinación virus-hospedante juega un papel determinante en la frecuencia 
de transmisión por semilla (Khan y Dijkstra, 2002). De esta forma, un virus transmitido por 
semilla puede tener variantes no transmisibles, o diferentes genotipos en un mismo 
hospedante mostrando diferentes eficiencias en la transmisión (Khan y Dijkstra, 2006). 
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2.4.2. Rutas para la transmisión de virus por semilla sexual. 
 
2.4.2.1 Infección indirecta del embrión. 
El virus está presente en el embrión como resultado de la unión de gametos infectados en la 
fertilización. Ejemplos de este tipo de transmisión son el Tobacco rattle virus (TRV, género 
Tobravirus), Barley stripe mosaic virus (BSMV, género Hordeivirus), y el Cucumber 
mosaic virus (CMV, género Cucumovirus). En el patosistema BSMV/cebada, para la cepa 
M1-1 se ha encontrado presencia del virus en la megaspora y en las células madre del 
polen, y luego en embriones maduros; mientras que en la cepa NSP, el virus está ausente en 
ambos gametos. A partir de estas observaciones se concluyó que la transmisión por semilla 
para BSMV está relacionada con la capacidad del virus de infectar las células madre de la 
megaspora y del polen en estados tempranos de desarrollo. De manera similar, el Tobacco 
ringspot virus (TRSV, género Nepovirus) se ha encontrado presente en el megagametofito 
y el polen, pero es predominantemente transmitido a través del megagametofito. Por otra 
parte, en la transmisión de Lettuce mosaic virus (LMV, género Potyvirus), el virus debe ser 
capaz de infectar las células madre del polen antes de que la capa de cayosa las rodee 
(Khan y Dijkstra, 2002). 
 
La infección mediante polen ocurre cuando las partículas virales son transportadas desde 
inflorescencias infectadas a plantas sanas por diferentes tipos de vectores. De esta forma, el 
polen afectado por cierto tipo de virus se transporta a los estigmas florales, germinando e 
ingresando por el estilo a través del micrópilo y probablemente dejando partículas virales 
en su camino, así como en los gametos masculinos dentro del saco embrionario (Walkey, 
1991 citado por Maude, 1996). En algunos casos, el polen infectado puede incrementar la 
incidencia de virus en las semillas y en otros no, siendo frecuente que los tubos 
germinativos generados por los granos de polen sean más cortos y se desarrollen más 
lentamente que aquellos que se encuentran sanos (Medina y Grogan, 1961; Cooper, 1976 
citados por Maude, 1996), dando como resultado una baja fertilización. Estos factores dan 
cuenta de una menor tasa de transmisión de virus por granos de polen en comparación con 
la transmisión por óvulos (infectados vía planta madre) (Ryder, 1964; Mandahar, 1981 
citados por Maude, 1996). 
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Estudios de los mecanismos de transmisión de CMV en Spinacia oleracea mediante 
microscopía electrónica y RT-PCR, han confirmado la presencia del virus en casi todos los 
tejidos reproductores, como las paredes del ovario. Los integumentos del óvulo y las 
nucelas, y otras capas de la cubierta de la semilla, demostrándose que el virus infecta el 
embrión de forma indirecta, sin embargo, la posibilidad de la infección directa no se 
descarta. La baja frecuencia de transmisión de CMV observada en la progenie de plantas 
producidas a partir de plantas madre infectadas y padre libre de virus, comparada con 
aquella donde se utilizaron plantas madre sanas y padres infectados, se atribuye a la baja 
viabilidad para infectar células del ovario en comparación a la viabilidad para infectar 
polen. Por tanto, en el patosistema CMV/ S. oleracea la infección del cigoto desde polen 
infectado se sugiere como el mayor determinante de la transmisión por semilla. No se 
conoce hasta ahora si el CMV está presente en la superficie o al interior del polen. En 
AMV, la transmisión por polen se encontró que era la más efectiva para la transmisión de 
este  virus, en comparación con la transmisión por óvulo (Khan y Dijkstra, 2002). 
 
De otra parte, se ha reconocido el hecho de que muchos de los virus que infectan 
únicamente los tejidos maternos de las semillas, afectando la megaspora de la célula madre 
en estados tempranos de desarrollo, no se transmiten a las plántulas generadas a partir de 
éstas (Walkey, 1991 citado por Maude, 1996; Astier et al., 2007). Cuando el óvulo se 
desarrolla, el paso del virus puede prevenirse por diferencias en las tasas de crecimiento de 
los tejidos embrionarios y endospérmicos causando la ruptura de los plasmodesmos que 
enlazan estos tejidos con las nucelas (Caldwell, 1934; Walkey, 1991 citados por Maude, 
1996). Virus como el AMV se encuentran presentes en las paredes del ovario y en los 
pistilos de la alfalfa antes de la fertilización, pero la incidencia disminuye con la 
maduración de las vainas (Bailiss y Offei, 1990 citados por Maude, 1996). La transmisión 
del virus del mosaico del tabaco (TMV) no se da por semilla. Las semillas colectadas de 
plantas enfermas de tabaco generan una progenie de plántulas completamente sanas; sin 
embargo, cuando una pequeña muestra de estas semillas es macerada e inoculada sobre 
plantas sanas, se presenta desarrollo de síntomas. La localización del TMV se ha estudiado 
por inmunofluorescencia en secciones de semillas ó por disección de éstas evaluando 
diferentes tejidos. El TMV no se ha observado en tejidos provenientes del proceso de 
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fertilización (embrión o endospermo) pero sí se ha encontrado en tejidos de origen materno 
como la capa de la nucela y los tegumentos (Astier et al., 2007).  
 
2.4.2.2. Infección directa del embrión. 
En el caso de la infección directa, el embrión es infectado después de la fertilización. Los 
virus son transmitidos directamente a los embriones en etapas tempranas de desarrollo. Este 
fenómeno ha sido muy bien estudiado en Pea seed-borne mosaic virus (PSbMV, género 
Potyvirus) donde se ha detectado mediante ELISA y microscopía electrónica en tejidos 
florales como sépalos, pétalos y anteras, pero ausente en óvulos, polen e integumentos 
(Khan y Dijkstra, 2002). También se ha detectado un pequeño porcentaje de infección en 
embriones, que luego de la germinación, se correlaciona con el porcentaje de plántulas 
infectadas (Maury et al., 1987 citado por Astier et al., 2007). El proceso de fertilización 
conduce el virus dentro del óvulo a lo largo de la cadena vascular rodeando los tejidos. En 
etapas embriogénicas tardías, el virus continúa moviéndose desde los tejidos vasculares 
asociados al óvulo hasta que alcanza la región del micrópilo. Después de la fertilización, el 
virus infecta directamente el embrión, se multiplica dentro de los tejidos embrionarios y 
persiste durante la maduración de la semilla. Sin embargo, en algunos cultivares el virus 
puede estar ausente en el embrión, previniendo la transmisión en esta etapa de desarrollo de 
la semilla (Khan y Dijkstra, 2002).  
 
En semillas maduras, el embrión no puede ser infectado de tejidos maternos aledaños. En 
realidad, estos tejidos han sido infectados como muchos de los tejidos de la planta madre, 
pero no están ligados al embrión por plasmodesmos. Sin embargo, la pared del embrión es 
muy delgada y es susceptible a la infección por el virus en estados tempranos de desarrollo 
por invasión indirecta del embrión (transmisión por polen o por saco embrionario antes de 
la fertilización), o por invasión directa del embrión (únicamente después de la fertilización) 
(Astier et al., 2007).  
 
2.4.3. Excepciones de transmisión de virus por semilla sexual. 
Tanto la infección indirecta del embrión como la infección directa contribuyen a la  
transmisión del virus por semilla (Johansen et al., 1994; Maule y Wang, 1996 citados por 
Astier et al., 2007). A pesar de esto, se han encontrado dos excepciones: la primera ocurre 
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cuando el embrión está infectado y el virus no es transmitido por semilla y la segunda, 
cuando el embrión no está infectado pero si hay transmisión por semilla. El primer caso 
corresponde al Potyvirus SMV (Soybean mosaic virus) en dos cultivares de soya: Midwest 
y Merit, que tienen una tasa de infección en semillas inmaduras del 94 y el 58%, 
respectivamente, cayendo a valores de 66 y el 0.8% en semillas maduras (Bowers y 
Goodman, 1979 citados por Astier et al., 2007), lo cual demuestra que durante el período 
de maduración de la semilla se da un proceso de inactivación del virus en el embrión. El 
segundo caso se ha encontrado para TMV, ToMV, PMMoV (Pepper mild mottle virus) en 
tomate y pimentón, y para CGMMV (Cucumer green mottle mosaic virus) en 
cucurbitáceas, donde estos virus se transmiten mecánicamente durante la germinación por 
heridas en los primordios radicales cuando entran en contacto con tegumentos infectados 
(Astier et al., 2007). 
 
2.4.4. Determinantes genéticos en la transmisión de virus por semilla sexual. 
Las propiedades de la transmisión por semilla varían con respecto al genotipo del virus y el 
hospedante; por ejemplo, para la variante 28 del potyvirus PSbMV hay una tasa de 
transmisión del 74% en el cultivar Vedette, mientras que en el cultivar Progreta no hay 
transmisión. Así mismo, la influencia del genotipo del virus revela una variación de las 
tasas de transmisión por semilla en un sólo cultivar del hospedante (Johansen et al., 1996 
citado por Astier et al., 2007). Esta situación, sugiere que existen genes virales o secuencias 
del genoma viral involucradas en el proceso de transmisión por semilla. La identificación 
de determinantes genéticos involucrados en la transmisión de virus por semilla puede 
facilitar el entendimiento de los mecanismos involucrados en este proceso. La 
disponibilidad de clones de ADNc de muchas cepas virales transmisibles y no transmisibles 
mediante semilla sexual, ha permitido entender las bases moleculares de este mecanismo de 
transmisión (Khan y Dijkstra, 2002). Así, en BSMV (Barley stripe mosaic virus) en cebada, 
análisis de quimeras han mostrado que la secuencia repetida de 369 bases de los genes γa y 
γb en la región 5´ del ARNγ, constituyen los mayores determinantes para la transmisión por 
semillas. Para PSbMV, se han encontrado las mismas regiones involucradas en la 
transmisión en las regiones 5´ del gen HC-pro y en secuencias entre el gen VPg y el 
extremo 3´del ARN (Johansen et al., 1996 citado por Astier et al., 2007). Una característica 
común de los mayores determinantes para la transmisión por semillas en estos virus, es la 
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presencia de motivos ricos en cisteína en los polipéptidos concernientes (Astier et al., 
2007).  
 
2.4.5. Importancia de la transmisión de virus por semilla sexual. 
Para aquellos virus que tienen como único hospedante un solo cultivo como es el caso del 
SMV en soya o el PSbMV en fríjol, la presión de selección para la transmisión por semilla 
es constante y el éxito del desarrollo de la enfermedad depende de la transmisión del virus 
por este medio. En contraste, para virus como CMV que tienen un amplio número de 
hospedantes, la transmisión por semilla sexual puede ser menos relevante. Sin embargo, se 
ha demostrado que en nuez, la infección del CMV a través de semillas sexuales constituye 
el inóculo primario de las epidemias causadas por este virus (Astier et al., 2007). 
 
La producción de semillas completamente libres de virus es técnicamente imposible; no 
obstante, para ciertos cultivos de vegetales, las plantas productoras de semillas pueden 
protegerse de contaminación viral si se mantienen aisladas de vectores. Los tratamientos 
con calor han sido exitosos en la eliminación de virus presentes en semillas, únicamente 
cuando la transmisión ocurre a través de tegumentos contaminados, como es el caso de 
tobamovirus en cucurbitáceas, pimentón y tomate (Astier et al., 2007). 
 
La transmisión de virus por semilla se constituye también en un problema para el comercio 
internacional de semillas y representa un riesgo para la introducción de enfermedades en un 
país donde no exista un problema viral determinado. El control de calidad de grandes 
cantidades de semilla con respecto a un virus en particular, puede garantizar que el 
porcentaje de semillas infectadas sea más bajo que cierto umbral, pero no es garantía 
absoluta de la ausencia del virus y consecuentemente de que el virus no sea introducido a 
cierta zona. Por esto, se deben determinar e implementar metodologías confiables de 
detección que permitan un diagnóstico de problemas virales para semillas de diferentes 
cultivos (Astier et al., 2007). 
 
2.5. Metodologías empleadas para la detección y el diagnóstico de virus. 
Determinar la etiología de una enfermedad viral en un cultivo es habitualmente un proceso 
complejo que requiere la información más completa posible sobre las características 
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genéticas del cultivar en estudio, las condiciones ambientales en que se desarrolla el 
cultivo, las prácticas culturales utilizadas y el agente viral que puede estar interfiriendo en 
con el desarrollo normal de las plantas (Llácer et al, 1996). Para esto, diversas 
metodologías se han evaluado para verificar con mayor o menor precisión la presencia de 
virus en las plantas.  
 
A continuación se describen algunas de las metodologías usadas para la detección de 
grupos virales asociados con material vegetal basadas en la observación directa del agente 
viral o de sus efectos sobre el hospedante; en la detección serológica de proteínas 
codificadas por el virus y en el diagnóstico basado en la presencia de los ácidos nucleicos 
que constituyen el genoma o los transcritos de las especies virales.   
 
2.5.1. Transmisión mecánica de las partículas virales. 
Este tipo de técnicas donde se involucran las actividades biológicas de los virus se 
caracterizan por ser ensayos que requieren períodos de tiempo extensos (usualmente varias 
semanas), en los cuales una especie hospedera apropiada es inoculada con un aislamiento 
de cierto virus y se evalúa la reacción en la planta que puede conducir a sintomatologías 
locales y/o sistémicas. Hoy en día esta metodología continúa usándose con frecuencia, 
constituyéndose en el fundamento para diversas investigaciones en virología vegetal (Hull, 
2004; Khan y Dijkstra, 2006).  
 
Aproximadamente el 20% de los virus asignados y reconocidos dentro del grupo de virus 
vegetales, no son transmisibles mecánicamente a plantas. La habilidad o carencia para ser 
transmisibles puede ser una característica para la identificación de cierta especie viral 
(Matthews, 1993). Sin embargo, algunas metodologías que involucran la mezcla de virus 
para inoculación ofrecen una alternativa para aquellos virus que no son trasmisibles cuando 
se trabajan de manera independiente. Así por ejemplo, es posible transmitir PLRV y 
BMYV (Beet mild yellowing virus) mecánicamente al mezclar ambas partículas virales con 
extractos de plantas infectadas con PEMV-2 (Pea enation mosaic virus-2) (Mayo et al., 
2000). 
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La transmisión mecánica para muchos virus depende críticamente de la optimización de 
gran cantidad de factores como el rango de hospedantes del virus, la fuente de inóculo, los 
efectos de los aditivos en el inóculo y el método de inoculación, los cuales son importantes 
considerar antes de concluir que el virus no se puede transmitir por este método (Matthews, 
1993).  
 
En laboratorio, la inoculación mecánica es frecuentemente utilizada, por ser la más fácil de 
ejecutar y la que mejor se adapta al estudio de los virus. De allí que los virus de plantas 
mejor caracterizados son aquellos que pueden ser transmitidos mecánicamente. Por lo 
tanto, cualquier método nuevo o modificado que permita la transmisión eficiente de un 
virus que no haya sido transmitido mecánicamente o lo haga en baja proporción, es de gran 
interés (Louie, 1995 citado por Garrido y Trujillo, 2000). 
 
La transmisión mecánica tiene como principal desventaja su utilización para la detección de 
nuevos virus o en situaciones cuarentenarias, ya que las observaciones pueden ser 
subjetivas y dependen en buena medida de la experiencia del evaluador y/o de los reportes 
previos realizados sobre la plantas inoculadas (Hull, 2004). 
 
2.5.2. Microscopía Electrónica. 
Desde el desarrollo de los microscopios electrónicos, se ha intensificado la identificación 
de virus vegetales mediante la observación de varios tipos de partículas virales 
directamente en extractos crudos de plantas infectadas (Brandes y Wetter, 1959 citados por 
Astier et al., 2007). El principio de la metodología se basa en la observación de extractos 
crudos de la planta a través de una rejilla de microscopía electrónica con la ayuda de un 
material de tinción contrastante (generalmente un metal salino pesado como el molibdato 
de amonio o el acetato de uranilo). Durante la observación, las partículas virales se tornan 
de apariencia clara en un fondo oscuro (tinción negativa) (Astier et al., 2007). Así, para 
especies de tospovirus que son los únicos virus esféricos de plantas con envoltura externa, 
la observación microscópica es un buen método de diagnóstico cuando el virus está 
presente en concentraciones suficientemente altas, ya que de otro modo pueden tender a 
confundirse con distintos orgánulos celulares o partículas contaminantes de la preparación 
(Llácer et al, 1996). 
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De otra parte, no solo las observaciones directas de extractos crudos de planta o 
preparaciones virales purificadas son los únicos blancos para un diagnóstico viral con 
microscopía electrónica. El análisis de tejidos infectados en secciones ultra finas 
proporciona una información valiosa en cuanto a la localización de las partículas virales 
dentro de la célula, los diferentes tipos de cuerpos de inclusión y las alteraciones celulares 
que sirven como herramienta adicional para la información en el diagnóstico (Astier et al., 
2007). 
 
El diagnóstico mediante la observación directa de extractos al microscopio electrónico tiene 
una gran limitante. Cuando la planta esta infectada por dos o más virus de morfología 
similar, o por virus de distinta morfología que se distribuyen irregularmente o que alcanzan 
concentraciones muy diferentes, la simple observación de un extracto puede conducir a un 
diagnóstico erróneo. La utilización de metodologías que involucran observaciones 
microscópicas combinadas con pruebas serológicas constituyen alternativas para solucionar 
estos problemas. El uso de anticuerpos específicos (simples o conjugados con moléculas 
opacas a los electrones) durante la observación al microscopio, reduce el número de 
contaminantes no blanco de la muestra, donde sólo aquellas partículas homólogas serán 
reconocidas por los anticuerpos o en casos precisos, decoradas con oro coloidal (Llácer et 
al, 1996). Así por ejemplo, para el TuMV (Turnip mosaic virus, Potyvirus) el uso de 
inmunomicroscopía permitió asociarlo como el agente causal de la enfermedad viral del 
rábano picante en Brasil, observándose partículas del virus rodeadas por un denso halo 
formado por los anticuerpos específicos para dicho virus (Eiras et al., 2000). 
 
2.5.3. Diagnóstico viral mediante análisis de ARN de doble cadena (ARNdc). 
La mayoría de los virus vegetales tienen como genoma ARN de cadena sencilla o de 
cadena doble. Los genomas de ARN son frecuentemente segmentados en número y tamaño, 
características que sirven para el diagnóstico de una especie viral, un género de virus o una 
familia de virus. El fundamento del uso del análisis de ARNdc para diagnóstico viral se 
basa en la presencia de intermediarios requeridos para la replicación y transcripción de 
genoma de virus de ARN de cadena sencilla, así como en la ocurrencia de genomas virales 
de ARNdc (Matthews, 1993). 
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Uno de los virus más estudiados mediante esta metodología es quizás el CMV. En un 
trabajo reciente, Hyun y Park (2008) realizaron detección del virus en plantas de Nicotiana 
tabacum cultivar Xanthi-nc infectadas con las variantes As y Y de este virus, obteniendo un 
perfil electroforético de cinco bandas correspondientes a tres ARNs genómicos (ARNdc1, 2 
y 3), un ARN subgenómico que codifica para la cápside  (ARNdc4) y un ARNdc satélite 
(ARNdc5) con pesos moleculares estimados de 2.5, 2.4, 1.45, 0.69 y 0.28 x 103 kDa, 
respectivamente. La naturaleza de dichas bandas fue comprobada con hibridizaciones tipo 
Northern-blot. 
 
2.5.4. ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay). 
La prueba de ELISA es una inmunoprueba en la cual cada reactivo es inmovilizado en una 
superficie de plástico y la reacción es detectada por el uso de anticuerpos marcados con 
enzimas. Ésta técnica inmunológica es la más frecuentemente utilizada en virología vegetal. 
En la prueba directa de ELISA el anticuerpo se encuentra conjugado a una enzima, 
mientras que en la prueba indirecta la enzima conjugada es una antiinmunoglobulina. La 
ventaja de la prueba indirecta es que cualquier enzima conjugada disponible 
comercialmente puede ser usada para detectar diferentes virus para los cuales se cuente con 
anticuerpos específicos. Esta ventaja suple la necesidad de preparar enzimas conjugadas por 
separado para cada virus. La precisión de la técnica la hace apta para mediciones 
cuantitativas pudiéndose determinar las concentraciones virales ó el grado de relación 
antigénica entre los virus a partir de evaluaciones colorimétricas (Khan y Dijkstra, 2006). 
La variante metodológica más utilizada es la denominada DAS-ELISA, que utiliza 
conjugados de fosfatasa alcalina para la detección (Llácer et al, 1996). El grado de 
sensibilidad máxima de detección antigénica por ELISA es del orden de 1 ng/ml (Khan y 
Dijkstra, 2006).  
 
Muchos factores pueden influir sobre la sensibilidad y la fiabilidad de las pruebas ELISA, 
destacándose la calidad de los anticuerpos, la preparación y el almacenamiento de los 
reactivos utilizados, los tiempos y las temperaturas de incubación, la selección de tejidos 
apropiados de las plantas y el uso de un adecuado buffer de extracción (McLaughlim et al., 
1981; Hewings and D’Aray, 1984 citados por Akinjogunla et al., 2008). Es crítico incluir 
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controles positivos y negativos en cada ensayo para definir un umbral que permita 
diferenciar entre hospedantes infectados y no infectados. Generalmente una muestra es 
considerada positiva si los valores de absorbancia exceden en el doble o en el triple el valor 
de la desviación estándar del control negativo (Naidu y Hughes, 2003 citados por 
Akinjogunla et al., 2008).  
 
La prueba de ELISA se constituye en una excelente técnica para la detección de virus en 
semillas (Bashir and Hampton, 1997 citados por Akinjogunla et al., 2008), razón por lo 
cual es ampliamente utilizada para análisis de sanidad en bancos de germoplasma (Bashir y 
Hampton, 1996) y en evaluaciones cuarentenarias por parte de los organismos de sanidad 
vegetal estatales (Kunate y Neya, 1996).  
 
 
2.5.5. Técnicas basadas en amplificaciones del genoma viral. 
Las técnicas de amplificación enzimática in vitro, se utilizan para amplificar de forma 
exponencial el genoma viral o parte de él, utilizando oligonucleótidos específicos 
(cebadores) y la acción de una retrotranscriptasa (para virus de ARN) y/o una ADN 
polimerasa estable al calor. Estas metodologías hacen posible detectar secuencias virales 
por la presencia de amplicones que luego son caracterizadas por secuenciación. Diferentes 
ajustes metodológicos pueden aplicarse a la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
para un amplio rango de virus vegetales. Dependiendo de los protocolos adaptados, los dos 
pasos de retrotranscripción y amplificación puede llevarse a cabo separada o conjuntamente 
en una misma reacción (Astier et al., 2007). 
 
Existen variaciones de esta técnica, como la RT-PCR múltiple, que permite la detección 
conjunta de diferentes virus de ARN a partir de la combinación de cebadores específicos 
para cada uno de ellos. Por otra parte, la PCR anidada consiste en la realización de dos 
PCRs sucesivas, en las cuales los amplicones de una reacción son usados como molde para 
la otra reacción, lo que se acompaña generalmente de uno o varios cebadores internos. Este 
método se usa cuando los virus se encuentran en bajas concentraciones o cuando la 
presencia de  inhibidores de la ADN polimerasa es muy abundante en los extractos de 
plantas (Craig et al.,  2004).   
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Más recientemente se ha desarrollado una metodología denominada PCR en tiempo real ó 
cuantitativa. Uno de los sistemas que emplea es la denominada tecnología Taqman, en 
donde se usan dos cebadores flanqueantes de la secuencia de interés y una sonda 
fluorescente que además presenta un grupo extintor (quencher) (Craig et al.,  2004). A 
medida que los cebadores flanqueantes se extienden por acción de la polimerasa, el 
fluorocromo se libera y la fluorescencia resultante es registrada por el detector del equipo; 
de esta forma los niveles de fluorescencia son relacionados con la cantidad de ácidos 
nucleicos molde y la cuantificación realizada con la ayuda de una curva estándar 
preestablecida. La fluorescencia competitiva PCR (CF-PCR) que consiste en una variación 
de la técnica anterior, es usada para diferenciar simultáneamente entre cepas de virus y 
múltiples infecciones de virus (Craig et al.,  2004). Varios sets de cebadores, son 
etiquetados con un marcador fluorescente diferente y éstos son añadidos a la mezcla de la 
reacción. Las cepas de virus son distinguidas con cebadores que difieren solo en el extremo 
3’ complementario a la posición nucleotídica que es polimórfica entre cepas. La extensión 
ocurre sólo donde el nucleótido 3’ es complementario. Solo los cebadores que generan 
amplicones fluorescen y la longitud de onda emitida identifica aquellos cebadores que han 
sido extendidos (Craig et al.,  2004).  
 
Estudios realizados por Kokkinos y Clark (2006), para la detección de Sweet potato 
feathery mottle virus (SPFMV, Potyvirus), han mostrado que esta técnica además de ser 
rápida, es segura (supresión del uso de reactivos peligrosos como el bromuro de etidio, 
usado en PCR convencional) y es más sensible para la detección y cuantificación de virus 
en papa directamente de plantas, en comparación con ensayos de RT-PCR normal para el 
mismo tipo de virus. Sin embargo, esta metodología requiere el uso de equipos especiales y 
el uso de reactivos considerablemente costosos en la actualidad.  
  
2.5.6. Hibridizaciones dot-blot y tissue-printing. 
El principio de estas técnicas consiste en la fijación de pequeñas cantidades de extractos de 
plantas (tissue-printing) ó de ácidos nucleicos totales (dot-blot) (2 a 5 µl) en membranas de 
nylon o nitrocelulosa, que son reconocidos por sondas marcadas con isótopos radioactivos 
o por fluorocromos. El resultado se monitorea por el cambio de coloración que se observa 
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en la membrana (detección colorimétrica) ó sobre una película de detección (métodos 
radioactivos ó quimioluminiscentes) (Astier et al., 2007). Para el dot-blot se parte de una 
pequeña cantidad de savia de la muestra a evaluar, de la cual se realiza extracción de ácidos 
nucleicos procediendo a su desnaturalización por altas temperaturas o por tratamiento con 
álcali y luego una pequeña muestra es fijada en a la membrana con la ayuda de UV. Los 
sitios no específicos de reconocimiento en la membrana son bloqueados por incubación en 
la prehibridización utilizando una solución que contiene una proteína (generalmente 
albúmina de suero bovino). Posteriormente se realiza la hibridización en la membrana con 
una sonda marcada, para luego proceder a lavarse y realizar el revelado que depende del 
tipo de sonda utilizada (Hull, 2004) (Figura 8). Por lo menos 0.5 picogramos de titulo viral 
pueden ser detectados por esta técnica (Khan y Dijkstra, 2006). Considerando que la prueba 
es fiable, rápida y fácil de desarrollar, se presenta como una alternativa al uso de la técnica 
de ELISA convencional, cuando no se cuentan con anticuerpos específicos para un virus de 
interés o cuando los costos de éstos son muy altos (Astier et al., 2007).  
 
Para el caso del tissue-printing, se utiliza una aplicación directa de secciones frescas de 
tejido infectado (tallo, hojas o bulbos) en una membrana, para visualizar in situ la 
distribución en los tejidos de los virus (Makkouk et al., 1993). El procedimiento es rápido, 
sensible y simple (no utiliza extracción de virus), es económico por que no requiere de 
equipo especializado, además es apropiado para evaluar entre 1000 y 2000 muestras por día 
(Craig et al.,  2004).  Adicionalmente, la posibilidad de usar un tipo de papel de bajo costo 
económico para fijar las muestras, hacen de esta prueba una técnica usada en laboratorios 
con recursos limitados (Makkouk y Kurami, 2002). Esta técnica permite estudiar aspectos 
relacionados con la localización de las partículas virales en los tejidos de las plantas y 
evaluar su movimiento entre células y a través de los haces vasculares (Más y Pallas, 1995), 
sin embargo tiene problemas técnicos como la presencia de altos niveles de background y 
bajos niveles de sensibilidad. 
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Figura 8. Diagrama representativo de Hibridización dot-blot. La fijación de las muestras 
(ADN o ARN) se realiza por luz UV y la sonda posee algún tipo de marcaje con 
fluorocromos para realizar la detección (Astier et al., 2007). 
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3. OBJETIVOS. 
 
3.1. OBJETIVO GENERAL. 
Caracterizar los virus asociados al material de siembra (semilla sexual y plántulas de vivero) de 
tomate de árbol procedente de los principales departamentos productores del país, mediante el 
empleo de técnicas serológicas y moleculares. 
3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 
• Determinar los niveles de incidencia de los virus AMV, CMV, PLRV, Potyvirus, 
ToMV, ToRSV y TSWV mediante pruebas de ELISA, en semillas sexuales 
obtenidas en cultivos de tomate de árbol de los departamentos de Antioquia, 
Cundinamarca, Nariño y Putumayo. 
• Determinar los niveles de incidencia de los virus AMV, CMV, PLRV, Potyvirus, 
ToMV, ToRSV y TSWV mediante pruebas de ELISA en plántulas de tomate de 
árbol comercializadas en viveros de los departamentos de Antioquia, Cundinamarca, 
Nariño y Putumayo. 
• Identificar a nivel de especie los virus detectados en material de siembra en los 
cultivos y viveros de tomate de árbol en los departamentos de Antioquia, 
Cundinamarca, Nariño y Putumayo, mediante la técnica de RT-PCR y la 
secuenciación de regiones diagnósticas de los genomas virales. 
• Definir las afinidades filogenéticas entre las variantes de los virus asociados a la 
semilla y plántulas de vivero de tomate de árbol en los departamentos de Antioquia, 
Cundinamarca, Nariño y Putumayo, y aquellas cuyas secuencias se encuentran 
depositadas en las bases de datos moleculares.  
• Desarrollar una metodología basada en hibridizaciones dot-blot y tissue-printing 
para la detección de virus en material de siembra de tomate de árbol. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS  
 
4.1.  Localización. 
Esta investigación se desarrolló en el Laboratorio de Biología celular y molecular de la 
Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellín. Las muestras de semillas y plántulas de 
tomate de árbol fueron obtenidas en los principales municipios cultivadores de los 
Departamentos de Antioquia, Cundinamarca, Nariño y Putumayo.  
 
4.2.  Evaluación de niveles de incidencia en material de siembra mediante ELISA. 
Para esta evaluación se tuvieron en cuenta las alternativas que tienen los agricultores para 
dar inicio a los cultivos de tomate de árbol en el país: selección de frutos de plantas 
vigosoras y aparentemente sanas ubicadas en sus cultivos (ó en la región) y compra de 
plántulas en viveros comerciales. Para el primer caso se evaluaron 8 zonas, seleccionándose 
por su alta producción tres zonas en el Departamento de Antioquia (zona 1: la Unión-
Sonsón, zona 2: Oriente cercano, zona 3: Norte Antioqueño), tres zonas en Cundinamarca 
(zona 4: Anolaima, zona 5: San Bernardo, zona 6: Granada) y una zona en Nariño (zona 7: 
Córdoba) y Putumayo (zona 8: Valle del Sibundoy) (Tabla 2). En cada zona se ubicaron 
cuatro cultivos en edad de fructificación, obteniéndose de cada uno cuatro muestras 
compuestas de cuatro frutos maduros aparentemente sanos (M1, M2, M3 y M4) y una 
muestra de un árbol con sintomatología de afección viral, que fue utilizada como referencia 
en los análisis posteriores (M5). Una vez en el laboratorio, de cada fruto se obtuvieron las 
semillas, procediéndose a su fermentación durante tres días, secado a temperatura ambiente 
y tratamiento con jabón antibacterial por 15 min y dos gotas de Tween-20. Luego se 
lavaron con abundante agua y se sometieron a un tratamiento con hipoclorito de sodio al 
12% por 15 min y dos gotas de Tween-20. Finalmente, se lavaron con abundante agua y 
fueron tratadas con ácido giberélico (ProGibb, Bogotá) al 1% durante 24 h a 4°C; con el fin 
de eliminar contaminantes externos a la semilla y acelerar su proceso de germinación.  
 
Posteriormente, 200 semillas de las muestras M1, M2, M3 y M4 procedentes de los 
diferentes lotes evaluados, fueron sembradas con el fin de obtener al menos 20 plántulas 
para realizar análisis de detección de virus en estados posteriores a la germinación y 
desarrollo de plántulas. Para las muestras M5, se sembraron 50 semillas con el fin de 
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obtener por lo menos 10 plántulas. Las plántulas fueron mantenidas durante 2 meses bajo 
invernadero con malla antiáfidos en cubículos individuales igualmente protegidos por 
mallas antiáfidos. La ubicación del invernadero en el campus de la Universidad en la Sede 
Medellín, garantizaba además reducir la probabilidad de infección por vectores, pues la 
ciudad de Medellín no tiene cultivos de tomate de árbol, papa u otras solanáceas que 
pudieran servir de reservorios de los virus bajo análisis. 
 
Para el caso de la evaluación de plántulas, se obtuvieron 20 muestras aleatorias de plántulas 
disponibles para comercializar en viveros de cada una de las zonas de estudio, tomándose al 
menos dos hojas con peciolos para su análisis posterior en el laboratorio (Tabla 3).  
 
Tabla 2. Procedencia de las muestras de semilla sexual de tomate de árbol utilizadas para la 
detección de virus mediante pruebas de ELISA. 
 
Muestra Departamento Zona Región/Municipio Vereda Estado de frutos*  
CL1M1, M2, M3, M4 Antioquia Oriente Cercano Carmen de Viboral Samaria Asintomáticos 
CL1M5 Antioquia Oriente Cercano Carmen de Viboral Samaria Sintomáticos 
CL2 M1, M2, M3,M4 Antioquia Oriente Cercano Carmen de Viboral Samaria Asintomáticos 
CL2M5 Antioquia Oriente Cercano Carmen de Viboral Samaria Sintomáticos 
CL3 M1, M2, M3,M4 Antioquia Oriente Cercano Carmen de Viboral Quirama Asintomáticos 
CL3M5 Antioquia Oriente Cercano Carmen de Viboral Quirama Sintomáticos 
CL4 M1, M2, M3,M4 Antioquia Oriente Cercano Marinilla El Recado Asintomáticos 
CL4M5 Antioquia Oriente Cercano Marinilla El Recado Sintomáticos 
UL1 M1, M2, M3, M4 Antioquia Oriente Lejano La Unión Primavera Asintomáticos 
UL1M5 Antioquia Oriente Lejano La Unión Primavera Sintomáticos 
UL2 M1, M2, M3, M4 Antioquia Oriente Lejano La Unión Primavera Asintomáticos 
UL2M5 Antioquia Oriente Lejano La Unión Primavera Sintomáticos 
UL3 M1, M2, M3, M4 Antioquia Oriente Lejano Sonsón Quebrada Negra Asintomáticos 
UL3M5 Antioquia Oriente Lejano Sonsón Quebrada Negra Sintomáticos 
UL4 M1, M2, M3, M4 Antioquia Oriente Lejano Sonsón Quebrada Negra Asintomáticos 
UL4M5 Antioquia Oriente Lejano Sonsón Quebrada Negra Sintomáticos 
SRL1 M1, M2, M3, M4 Antioquia Norte Antioqueño Entrerríos Pio XII Asintomáticos 
SRL1M5 Antioquia Norte Antioqueño Entrerríos Pio XII Sintomáticos 
SRL2 M1, M2, M3, M4 Antioquia Norte Antioqueño Entrerríos Pio XII Asintomáticos 
SRL2M5 Antioquia Norte Antioqueño Entrerríos Pio XII Sintomáticos 
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SRL3 M1, M2, M3, M4 Antioquia Norte Antioqueño Santa Rosa Palenque Asintomáticos 
SRL3M5 Antioquia Norte Antioqueño Santa Rosa Palenque Sintomáticos 
SRL4 M1, M2, M3, M4 Antioquia Norte Antioqueño Yarumal Yarumalito Asintomáticos 
SRL4M5 Antioquia Norte Antioqueño Yarumal Yarumalito Sintomáticos 
AL1 M1, M2, M3, M4 Cundinamarca Anolaima Anolaima El Alto Asintomáticos 
AL1M5 Cundinamarca Anolaima Anolaima El Alto Sintomáticos 
AL2 M1, M2, M3, M4 Cundinamarca Anolaima Anolaima El Alto Asintomáticos 
AL2M5 Cundinamarca Anolaima Anolaima El Alto Sintomáticos 
AL3 M1, M2, M3, M4 Cundinamarca Anolaima Anolaima El Alto Asintomáticos 
AL3M5 Cundinamarca Anolaima Anolaima El Alto Sintomáticos 
AL4 M1, M2, M3, M4 Cundinamarca Anolaima Anolaima El Alto Asintomáticos 
AL4M5 Cundinamarca Anolaima Anolaima El Alto Sintomáticos 
GL1 M1, M2, M3, M4 Cundinamarca Granada Granada San Raymundo Asintomáticos 
GL1M5 Cundinamarca Granada Granada San Raymundo Sintomáticos 
GL2 M1, M2, M3, M4 Cundinamarca Granada Granada San Raymundo Asintomáticos 
GL2M5 Cundinamarca Granada Granada San Raymundo Sintomáticos 
GL3 M1, M2, M3, M4 Cundinamarca Granada Granada San Raymundo Asintomáticos 
GL3M5 Cundinamarca Granada Granada San Raymundo Sintomáticos 
GL4 M1, M2, M3, M4 Cundinamarca Granada Granada San Raymundo Asintomáticos 
GL4M5 Cundinamarca Granada Granada San Raymundo Sintomáticos 
SBL1 M1, M2, M3, M4 Cundinamarca San Bernardo San Bernardo Primavera Asintomáticos 
SBL1M5 Cundinamarca San Bernardo San Bernardo Primavera Sintomáticos 
SBL2 M1, M2, M3, M4 Cundinamarca San Bernardo San Bernardo Primavera Asintomáticos 
SBL2M5 Cundinamarca San Bernardo San Bernardo Primavera Sintomáticos 
SBL3 M1, M2, M3, M4 Cundinamarca San Bernardo San Bernardo Primavera Asintomáticos 
SBL3M5 Cundinamarca San Bernardo San Bernardo Primavera Sintomáticos 
SBL4 M1, M2, M3, M4 Cundinamarca San Bernardo San Bernardo Primavera Asintomáticos 
SBL4M5 Cundinamarca San Bernardo San Bernardo Primavera Sintomáticos 
NL1 M1, M2, M3, M4 Nariño Nariño Córdoba Chair Asintomáticos 
NL1M5 Nariño Nariño Córdoba Chair Sintomáticos 
NL2 M1, M2, M3, M4 Nariño Nariño Córdoba Chair Asintomáticos 
NL2M5 Nariño Nariño Córdoba Chair Sintomáticos 
NL3 M1, M2, M3, M4 Nariño Nariño Córdoba Chair Asintomáticos 
NL3M5 Nariño Nariño Córdoba Chair Sintomáticos 
NL4 M1, M2, M3, M4 Nariño Nariño Córdoba Chair Asintomáticos 
NL4M5 Nariño Nariño Córdoba Chair Sintomáticos 
PL1 M1, M2, M3, M4 Putumayo Putumayo Colón San Pedro Asintomáticos 
PL1M5 Putumayo Putumayo Colón San Pedro Sintomáticos 
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PL2 M1, M2, M3, M4 Putumayo Putumayo Colón San Pedro Asintomáticos 
PL2M5 Putumayo Putumayo Colón San Pedro Sintomáticos 
PL3 M1, M2, M3, M4 Putumayo Putumayo Colón San Pedro Asintomáticos 
PL3M5 Putumayo Putumayo Colón San Pedro Sintomáticos 
PL4 M1, M2, M3, M4 Putumayo Putumayo Colón San Pedro Asintomáticos 
PL4M5 Putumayo Putumayo Colón San Pedro Sintomáticos 
 
* Asintomáticos: frutos obtenidos de plantas aparentemente sanas de enfermedades virales. Sintomáticos: 
frutos obtenidos de plantas con síntomas de “Virosis”. 
 
Tabla 3. Procedencia de las muestras de plántulas de vivero de tomate de árbol utilizadas 
para la detección de virus mediante pruebas de ELISA. 
 
 
* Cada muestra esta representada por 20 plántulas. 
 
Tanto para las semillas sexuales obtenidas, las plántulas germinadas bajo invernadero y las 
muestras foliares de plántulas colectadas en viveros, se procedió a realizar la detección de 
virus mediante la técnica de ELISA utilizando anticuerpos para los virus AMV, CMV, 
PLRV, Potyvirus, ToMV, ToRSV y TSWV, adquiridos en la compañía Agdia (Indiana, 
EEUU). Las siguientes son las características de cada una de las pruebas empleadas para 
esta detección:   
 
Muestra* Departamento Zona Región/Municipio Vereda 
Vivero C Antioquia Oriente Cercano Carmen de Viboral Quirama 
Vivero U Antioquia Oriente Lejano La Unión Primavera 
Vivero SR Antioquia Norte Antioqueño Santa Rosa de Osos Palenque 
Vivero A Cundinamarca Anolaima Anolaima El Alto 
Vivero G Cundinamarca Granada Granada San Raymundo 
Vivero SB Cundinamarca San Bernardo San Bernardo Primavera 
Vivero N Nariño Nariño Córdoba Chair 
Vivero P Putumayo Putumayo Colón San Pedro 
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AMV (Alfalfa mosaic virus): Prueba de TAS-ELISA utilizando anticuerpos policlonales y 
detección con mezcla de anticuerpos monoclonales, uno de ellos conjugado a la enzima 
Fosfatasa alcalina. 
 
CMV (Cucumber mosaic virus): Prueba de TAS-ELISA utilizando anticuerpos 
policlonales y detección con mezcla de anticuerpos monoclonales, uno de ellos conjugados 
a la enzima Fosfatasa alcalina.   
 
PLRV (Potato leaf roll virus): Prueba de DAS-ELISA utilizando anticuerpos policlonales 
y detección con anticuerpos policlonales conjugados a la enzima Fosfatasa alcalina.   
 
Grupo de potyvirus: Prueba de ACP-ELISA utilizando anticuerpos monoclonales 
desarrollados por USDA Florist and Nursery Crops Laboratory (Beltsville, Maryland, 
USA) y detección con anticuerpo monoclonal conjugado a la enzima Fosfatasa alcalina.   
 
ToMV (Tomato mosaic virus): Prueba de DAS-ELISA utilizando anticuerpos policlonales 
y detección con anticuerpos policlonales conjugados a la enzima Fosfatasa alcalina.   
 
ToRSV (Tobacco ringspot virus): Prueba de DAS-ELISA utilizando anticuerpos 
policlonales y detección con anticuerpo monoclonal conjugado a la enzima Fosfatasa 
alcalina.   
 
TSWV (Tomato spotted wilt virus): Prueba de DAS-ELISA utilizando una mezcla de 
anticuerpos monoclonales y detección con mezcla de anticuerpos monoclonales conjugados 
a la enzima Fosfatasa alcalina.   
 
Para las pruebas, se tomaron 100 mg de las semillas tratadas y fracciones de tejido foliar de 
cada muestra de vivero o de las plántulas mantenidas bajo invernadero, procediéndose a 
macerar con el buffer de extracción recomendado por el fabricante para cada prueba en 
concentración 1X y siguiendo las metodologías estándar de incubaciones, lavados y 
detección de los diferentes formatos de pruebas de ELISA DAS, TAS y ACP (Anexos 1, 2 
y 3). Los resultados colorimétricos fueron cuantificados en un equipo Multiscan 
(Labsystem, Finlandia), incluyendo en cada prueba un control positivo (suministrado por el 
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fabricante en forma liofilizada)y un control negativo. Los pozos fueron considerados con 
reacción positiva cuando la lectura de absorbancia a 405 nm presentaba un valor mínimo 
del doble de la lectura obtenida en el control negativo, siguiendo el criterio planteado por 
Matthews (1993).  
 
Los resultados de niveles de incidencia viral fueron analizados a través de un modelo lineal 
generalizado aleatorio considerando una distribución binomial para la variable incidencia y 
utilizando una función de ligamiento logit. Los efectos aleatorios fueron: zona, lotes dentro 
de zonas y frutos dentro de lotes de cultivo dentro de zonas, para el caso del análisis de 
semillas; y zonas y plántulas de vivero para el caso del material de siembra comercializado. 
Para la evaluación de las plántulas germinadas en invernadero, el efecto fijo fue la 
procedencia de los frutos (plantas asintomáticas vs sintomáticas) y los efectos aleatorios los 
mismos indicados para las pruebas de semillas y viveros. Para el análisis estadístico de 
utilizó el procedimiento GLIMMIX del programa estadístico SAS versión 9.1.3. 
 
4.3. Identificación de virus asociados a material de siembra de tomate de árbol 
mediante RT-PCR y secuenciación. 
 
Algunas de las muestras de semillas y plántulas que resultaron positivas en las pruebas de 
ELISA para los diferentes virus evaluados, fueron utilizadas como material base para la 
obtención de ácidos nucleicos molde en las pruebas de RT-PCR. Debido a que los tejidos 
de tomate de árbol presentan gran cantidad de inhibidores de las reacciones enzimáticas, 
fue necesario evaluar cuatro metodologías: extracción de ARN de doble cadena (ARNdc), 
extracción de ARN total mediante kit comercial Qiagen (California, USA), extracción de 
ácidos nucleicos totales e inmumocaptura post-ELISA. 
 
4.3.1. Extracción de ARNdc. 
 
Con el fin de evaluar la presencia de moléculas de ARNdc que representan el genoma de 
algunos virus ó que son generadas como intermediarios replicativos de los virus de ARN de 
cadena sencilla (ARNss), se siguió la metodología de Morris y Dodds (1979) modificada 
por Nolt et al., (1985), partiendo de 3,5 g de semilla pulverizada con nitrógeno líquido o de 
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6 g de tejido foliar para el caso de plántulas, adicionándose 12 mL de buffer de extracción 
(STE 2X, SDS al 1%, Bentonita al 0,1%, 2-Mercaptoetanol al 0,5%), 12 mL de fenol 
saturado con STE 1X (NaCl, Tris Base, Na2EDTA) y 3 mL de mezcla cloroformo: alcohol 
isoamílico (24:1). La mezcla fue homogenizada y centrifugada a 13500 rpm durante 10 
minutos para separar la fase acuosa de la sólida. 
 
Posteriormente el sobrenadante se colectaba en un erlenmeyer plástico y se ajustaba a una 
concentración final de 16,5% de etanol absoluto (0,198 mL de etanol por mL de 
sobrenadante) obteniéndose una solución a la cual se le adicionaron 0,1 g de celulosa 
(Whatman CF-11) por g de tejido. La mezcla se agitó suavemente durante 30 minutos a 
temperatura ambiente y luego se depositó en una pequeña columna cromatográfica de 
plástico con la base cubierta con una delgada capa de gasa. La suspensión formada en la 
columna se lavó con 100 mL de buffer STE 1X que contenían 16,5% de etanol, de manera 
que fueran removidas las impurezas y demás compuestos diferentes a los ARNdc, los 
cuales una vez adheridos a los gránulos de celulosa fueron separados agregando buffer STE 
1X por cinco veces consecutivas, descartándose el primer lavado. El volumen del buffer en 
cada lavado dependía del tamaño de la muestra, utilizándose 0,1 mL de buffer por g de 
tejido. 
 
A la elución resultante se le adicionó etanol absoluto en proporción de 2,5 vol, 
almacenándose a -20 °C durante 12 horas, para luego precipitar a 15000 rpm por 20 
minutos en una microcentrífuga. Una vez descartada la fase liquida, los precipitados se 
secaron al vacío en un concentrador de ácidos nucleicos (Eppendorf, Alemania) y se 
resuspendieron en 80 µL de agua tratada con DEPC. La naturaleza del ARNdc extraído fue 
confirmada por tratamientos con ADNasa y ARNasa en buffer con baja (10 µg/ml RNasa) y 
alta concentración salina (10 µg/ml RNasa en 300 mM de NaCl) (Fermentas, Lituania).  
 
La presencia de los elementos de ARNdc se evaluó por electroforesis en gel de agarosa al 
1.5% con tinción mediante bromuro de etidio (10 mg/mL). Los perfiles electroforéticos 
generados fueron comparados con aquellos reportados en la literatura para diferentes tipos 
de virus de ARN (Matthews, 1993) y en todo caso las elusiones fueron utilizadas como 
material base para la realización de pruebas de RT-PCR. 
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4.3.2. Extracción de ARN total. 
 
Para esto se utilizó el kit RNeasy plant mini kit de Qiagen, partiéndose de la maceración 
con nitrógeno líquido de 100 mg de semilla o de tejido foliar, utilizando 450 µL de buffer 
RLT y 4.5 µl de β-mercaptoetanol y siguiendo las instrucciones del fabricante, pero con dos 
centrifugaciones simultáneas en la etapa de lavado del ARN (Anexo 4). Al finalizar el 
procedimiento, el ARN obtenido fue resuspendido en 30 µl de agua destilada estéril libre de 
ARNasa. 
 
4.3.3. Extracción de ácidos nucleicos totales. 
Para esta metodología se partió de 100 mg de semilla o tejido vegetal macerándose con 
nitrógeno líquido y adicionándose 450 µl del buffer de extracción (50mM Citrato de sodio 
pH 8.5, 0.1% Triton X-100, 5mM DTT y 10mM 2-β-mercaptoetanol) (Ivars et al, 2004). 
Posteriormente se procedió a la separación de la fase orgánica mediante el lavado con 1 vol 
de fenol-cloformo y a la precipitación de los ácidos nucleicos con 2 vol de etanol absoluto y 
0.1 vol de acetato de sodio, centrifugándose a 13000 rpm por 10 min y lavándose con 500 
µl de etanol al 70%. Finalmente se centrifugó a 13000 rpm por 5 min y el precipitado 
resultante fue resuspendido en 30 µl de agua tratada con DEPC.   
 
4.3.4. Inmunocaptura post-ELISA. 
Para esta metodología se partió de los resultados obtenidos en las pruebas de ELISA para 
los análisis de incidencia. En algunas de las muestras que resultaron positivas, se procedió a 
liberar las partículas virales descartando la solución coloreada y lavando los pozos con 
buffer PBST 1X por 4 veces durante 5 min. Posteriormente las partículas fueron 
desnaturalizadas adicionando 70 µl de buffer de liberación (Tris-HCl 10mM pH 8.0, 1% 
Triton X 100) e incubando a 70°C durante 10 min. Las muestras fueron colectadas y 
almacenadas a -80°C para usarlas como molde en las pruebas de RT-PCR (Kogovsek et al., 
2008). 
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4.3.5. RT-PCR 
Las reacciones de RT-PCR se realizaron con dos procedimientos alternativos: un paso y 
dos pasos. En el primer método se utilizó el kit QIAGEN OneStep RT-PCR, que incluye 5 
µl de ARN, 0,6 µM de cada cebador específico (Tabla 2), 1X de Buffer QIAGEN OneStep 
RT-PCR Buffer, 400 µM de dNTPs y 2 µl de mezcla de enzimas QIAGEN (transcriptasa 
reversa Omniscript, transcriptasa reversa Sensiscript y Polimerasa de ADN HotStarTaq). El 
programa de amplificación consistió de una fase inicial de síntesis de la primera cadena a 
50°C por 30 min, seguido de la activación de la Taq polimerasa HotStar a 95°C por 15 min 
y 35 ciclos a 94°C por 1 min, 50 a 55°C (Tabla 4) por 1 min, 72°C por 1,30 min y una 
extensión final de 10 min a 72°C.   
 
Para el segundo caso, se utilizaron cebadores hexámeros y oligo-dT (para los virus que 
presentan extensiones de poli-A en sus regiones 3´) en las reacciones de retrotranscripción, 
que tuvieron un volumen de 20 µl, incluyendo 5,25 µl de agua, 2 µl de buffer 10X de 
enzima, 4 µl de MgCl2 25 mM, 2 µl  de dNTPs 10 mM, 1 µl de cebadores 50 µM, 0,5 µl de 
inhibidor de RNasa [40U/ µL), 0,25 µl de enzima M-MuLV Reverse transcriptasa 
(Fermentas, Lituania) y 5 µl de ARN (cs y/o dc). El programa consistió de 42°C por 30 
min, 99°C por 5 min y finalmente las muestras fueron mantenidas a 4°C hasta su uso en el 
PCR posterior. Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen de 25 µl con 11,6 µl de 
agua, 2,5 de buffer de enzima 10X, 1,25 µl de MgCl2, 2 µl de dNTPs 25 mM, 1 µl de cada 
cebador (10 µM), 0,125 µl de Taq ADN polimerasa (Fermentas) y 2,5 µl de ADNc. El 
programa de PCR consistió de 94°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 94°C por 1 min, 50-
55°C (Tabla 4) por 3 min, 72°C por 2 min y una extensión final a 72°C por 10 min. 
 
Los productos amplificados fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 1,5% 
suplementado con 4 µL de bromuro de etidio (10 mg/ml), visualizados utilizando un 
transiluminador UV (Biometra, Göttingen, Alemania) y su tamaño verificado por 
comparación con el marcador de peso molecular Generuler 100 pb DNA ladder 
(Fermentas). Los amplicones del tamaño esperado para cada uno de los virus bajo análisis, 
fueron purificados directamente del gel mediante el kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen) 
cuando las reacciones no eran específicas o utilizando el kit QIAquick PCR Purification 
(QIAGEN) cuando se obtenían amplicones únicos, para proceder a su secuenciación en 
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ambos sentidos utilizando los mismos cebadores del RT-PCR en un secuenciador ABI 
Prism 3730xl (PE Applied Biosystems) de la compañía Macrogen (Corea del Sur). 
 
Las secuencias obtenidas con cada cebador fueron editadas mediante el software BioEdit 
6.0.6 y Chromas 1.45, construyéndose secuencias consenso y confirmándose su identidad 
con genes virales por comparación con las bases de datos moleculares, mediante el 
programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi). Esta información 
sirvió de base para realizar comparaciones de las cepas virales encontradas en semilla y 
plántulas de vivero y aquellas reportadas en tejido foliar de plantas adultas con síntomas de 
virus en el proyecto de Colciencias que soporta esta investigación. Adicionalmente las 
regiones secuenciadas fueron utilizadas para realizar un análisis filogenético basado en 
secuencias depositadas en el GenBank para virus relacionados y obtenidos en otros 
hospedantes y regiones del mundo. Para esto se alinearon las secuencias mediante el 
software Clustal W y la matriz generada fue utilizada para obtener un árbol filogenético 
basado en Máxima Parsimonia utilizando la opción Heuristic search del programa PAUP 
4.0b, y el algoritmo tree-bisection reconnection (TBR) (Swofford, 1998). El soporte de la 
topología interna de los dendrogramas se determinó por análisis de bootstrap con 1000 
remuestreos (Felsenstein, 1985). 
 
Tabla 4.  Cebadores específicos utilizados en la detección por RT-PCR de cada uno de los 
virus bajo estudio. 
 
Virus Cebadores Secuencia Amplicón Temperatura 
de Annealing 
Referencia  
AMV F 5'-CCA TCA TGA GTT CTT CAC 
AAA AG-3' 
351 pb 58ºC Xu y Nei, 
2006 
 R 5'-TCG TCA CGT CAT CAG TGA 
GAC-3' 
351 pb 58ºC  
 F2 5'-ATC ATG AGT TCT TCA CAA 
AAG AA-3' 
669 pb 58ºC Xu y Nei, 
2006 
 R2 5'-TCA ATG ACG ATC AAG ATC 
GTC-3' 
669 pb 58ºC  
 CPAMV1 5'-TTC AAT TAC TTC CAT CAT 
GAG TTC TTC AC-3' 
 52ºC Finetti et 
al., 2007 
 CPAMV2 5'-AGG ACT TCA CTT GAC  C-3'  52ºC  
CMV FCP 5'-GAT CCG CTT CTT CTC CGC 
GAG-3' 
ARN-2 
820 pb, 
ARN3 
870 pb 
52ºC Rizos et al., 
1992 
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 RCP 5'-GCC GTA AGC TGG ATG GAC-3' ARN-2 
820 pb, 
ARN3 
870 pb 
52ºC  
 CMV-
spainF: 
5'-GTAGACATCTGTGACGCGA-3' 510 pb 54ºC Blas et al. 
1994 
 CMV-
spainR: 
5'-GCGCGAAACAAGCTTCTTATC-
3´ 
510 pb 54ºC  
PLRV F 5'-CGC GCT AAC AGA GTT CAG 
CC-3' 
336 pb 54ºC Singh et 
al., 1995 
 R 5'-GCA ATG GGG GTC CAA CTC 
CAA CTC AT-3' 
336 pb 54ºC  
Potyvirus PNBF1 5'-GG(GCT) AA(CT) AAT AGT 
GG(AGCT) CAA CC-3' 
1200 pb 53ºC Hsu et al., 
2005 
 PCPR1 5'-GGG GAG GTG CCG TTC 
TC(AGT) AT(AG) CAC CA-3' 
1200 pb 53ºC  
PVY F 5'-ACG TCC AAA ATG AGA ATG 
CC-3' 
480 pb 53ºC Nei y 
Singh, 
2001 
 R 5'-TGG TGT TCG TGA TGT GAC CT-
3' 
480 pb 53ºC  
ToMV 1 5'-TGG GCC CCA ACC GGG GGT-3' 549 pb 52ºC Jacobi et 
al., 1998. 
 3 5'-TTC AAC AGC AGT TCA GCG 
AG-3' 
549 pb 52ºC  
ToRSV U1 5'-GAC GAA GTT ATC AAT GGC 
AGC-3' 
499 pb 55ºC Samuitiene 
et al., 2003 
 D1 5'-TCC GTC CAA TCA CGC GAA T-
3' 
499 pb 55ºC  
TSWV F 5'-GCC ATT GTT CTC CGG AAG 
ATT CAG-3' 
 55ºC Mason et 
al. 2003 
 R 5'-CAA CCC TAG TTA ATT TCG 
TTG GTG-3' 
 55ºC  
 
4.4 Evaluación de metodologías de detección de virus mediante hibridización 
molecular. 
 
Con el fin de estandarizar una prueba adicional a ELISA, que permita diagnosticar en 
forma masiva la presencia de virus en muestras de material de siembra de tomate de árbol, 
se evaluaron dos metodologías basadas en la hibridización molecular a partir de sondas no 
isotópicas: dot-blot y tissue-printing. Estas pruebas se emplearon para detectar los virus 
PLRV y potyvirus en semilla (dot-blot) y plántulas de vivero (dot-blot y tissue-printing), 
los cuales fueron seleccionados con base en los reportes recientes de Gil et al. (2009); 
Jaramillo et al. (2009) y Martínez et al. (2009), que los señalan como los virus detectados 
con mayor frecuencia en cultivos de tomate de árbol del país. El procedimiento se 
estandarizó inicialmente a partir de 5 plantas de tomate de árbol previamente evaluadas 
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mediante pruebas de ELISA, como positivas para la presencia de ambos virus. 
Posteriormente se determinó su utilidad como un método de detección de virus en tomate 
de árbol a partir de 20 muestras de plántulas procedentes de un vivero comercial y de 20 
muestras de semillas obtenidas en el Oriente cercano del Departamento de Antioquia. El 
experimento basado en dot-blot estuvo acompañado de evaluaciones previas mediante 
pruebas ELISA y RT-PCR para todas las muestras, con el fin de comparar los niveles de 
detección obtenidos entre dichas pruebas, mediante el análisis del Coeficiente de 
concordancia Kappa. Similarmente, esta evaluación se realizó para la prueba de tissue-
printing, comparándose sus niveles de detección con respecto a las metodologías dot-blot y 
ELISA. Para el cálculo del Coeficiente de Kappa se utilizó el procedimiento FREQ de SAS 
System 9.1.3. 
 
4.4.1. Hibridización dot-blot.   
Esta metodología se basó en los procedimientos desarrollados por Ivars et al (2004) y Mas 
y Pallas (1995). El procedimiento partió de 100 mg de tejido (semilla sexual o tejido foliar) 
macerándose en 500 µl de buffer de extracción (50mM Citrato de sodio pH 8.5, 0.1% 
Triton X-100, 5mM DTT y 10mM 2-β-mercaptoetanol) para posteriormente centrifugar por 
5 min a 6000 rpm. El sobrenadante generado fue aplicado directamente a la membrana ó 
alternativamente se evaluó la purificación de ácidos nucleicos totales de la misma manera 
descrita para la realización de pruebas RT-PCR. Posteriormente se tomaron 10 µl para cada 
tipo de extracto y se adicionó un volumen de SSC 10X (1.5M NaCl, 0.15 M Citrato de 
sodio pH 7.0) incubándose por 15 min a 60°C. A partir de ambos tipos de extracto se 
tomaron 4 µl y se depositaron sobre una membrana de nylon Hybond N+ (Amersham, UK), 
fijando mediante exposición a luz UV por 2 min a 50000 µJ/cm2. Las membranas fueron 
prehibridizadas por 2 h a 68°C para potyvirus, y a 64°C para PLRV, en el buffer de 
hibridización (SSC 5X, Solución Denhards 5X, 0.5% SDS) suplementado con 50% de 
formamida y 100 µg/ml de ADN de esperma de salmón. 
 
De otra parte, la sonda fue preparada utilizando el kit de marcaje: Biotin DecaLabel DNA 
Labeling Kit (Fermentas), en el cual se adicionaron 10 µl del producto de PCR específico 
para cada virus y 10 µl de buffer de reacción 5X, completando a 44 µl con agua destilada 
estéril libre de nucleasas. Luego se mezcló por vortex y se realizó una centrifugación por 3 
 64 
a5 s, para incubar a 95ºC por 5-10 min al baño María y de esta forma adicionar 5 µl de la 
mezcla de marcaje con biotina y 1 µl del fragmento Klenow exo-. La solución fue agitada 
nuevamente e incubada a 37ºC por 12 h, deteniéndose la reacción con la adición de 1 µl de 
0.5M EDTA pH 8.0. La sonda se desnaturalizó a 95°C y fue adicionada al buffer de 
hibridización durante la noche, para proceder posteriormente al lavado de la membrana a 
temperatura ambiente así: dos lavados por 5 min con SSC 2X suplementado con 0,1% de 
SDS, dos lavados por 10 min con SSC 1X con 0,1% de SDS y cuatro lavados de 5 min cada 
uno con SSC 0.1X con 0,1% de SDS.  
 
Finalmente, la detección se realizó mediante el uso del kit Biotin Chromogenic Detection 
Kit (Fermentas), que utiliza streptovidina conjugada a fosfatasa alcalina, siguiendo las 
instrucciones del fabricante (Anexo 5). 
 
4.4.2. Tissue-printing. 
Esta metodología se basó en los protocolos desarrollados por Mas y Pallas (1995), a partir 
de la impresión de peciolos cortados de plántulas de vivero directamente sobre membranas 
de Nylon Hybonnd N+ (Amersham), exponiéndose a luz UV por 2 min a 50000 µJ/cm2 en 
un transiluminador, para proceder a la prehibridización por 2 h a 58°C para potyvirus y a 
54°C para PLRV en el mismo buffer de hibridización utilizado para la prueba de dot-blot. 
La síntesis de las sondas para cada virus, los lavados y el revelado de las membranas se 
realizaron en forma similar a los procedimientos de dot-blot. 
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5. RESULTADOS 
 
5.1. Colección de muestras y descripción de síntomas. 
En total se colectaron muestras de frutos asintomáticos y sintomáticos para evaluar la 
“Virosis” de plantas de tomate árbol y plántulas de vivero de 12 municipios del país 
distribuidos en los departamentos de Antioquia (7), Cundinamarca (3), Nariño (1) y 
Putumayo (1) (Tablas 2 y 3). 
 
Las plantas escogidas por su sintomatología para la colección de frutos sintomáticos 
presentaban un patrón común de síntomas, destacándose el decaimiento general de la 
planta, mosaicos rugosos, deformación de los brotes florales y foliares, enrollamiento 
foliar, engrosamiento de venas, cambios en las coloraciones de los tejidos florales y en la 
apariencia del fruto. Así mismo, entre las regiones, se presentaban algunos síntomas 
adicionales más frecuentemente. Por ejemplo, para el departamento de Antioquia fue 
común encontrar plantas con ampollamientos foliares y bandeamiento de venas (Figura 9, 
A-B), mientras que en los cultivos del departamento de Cundinamarca las plantas 
presentaban amarillamientos generales y clorosis intervenal en las hojas, al igual que 
mosaicos rugosos (Figura 9, C-D). En los cultivos visitados en los departamentos de Nariño 
y Putumayo los síntomas adicionales más comunes correspondían a manchas de apariencia 
aceitosa y bronceamiento en las hojas (Figura 9, E-F). Es importante destacar que algunos 
de los síntomas más generales como las clorosis y el decaimiento general de las plantas, 
que pudieran resultar de la infección viral, también pueden ser causados por otros 
problemas fitopatológicos como nematodos de las agallas de raíz o por deficiencias 
nutricionales en el suelo. 
 
Los frutos colectados de plantas sintomáticas generalmente se encontraban con una textura 
mucho más firme en la pulpa (Figura 10A), presentaban cambios en la coloración de su 
cáscara (Figura 10, B-D-E) semejante en algunos casos a mosaicos o algunos grabados en 
formas circulares o amorfas (Figura 10C-D). Además, en muchos casos, los frutos tenían un 
llenado considerable pero aún permanecían con apariencia externa inmadura con 
tonalidades de color verde y púrpura (Figura 10, E-F). 
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 A  B 
 C  D 
 E  F 
 
Figura 9. Estado general de las plantas de tomate de árbol afectadas por “Virosis” en 
Colombia. (A) Ampollamiento foliar. (B) Bandeamiento de venas y enrrollamiento 
foliar (C) Mosaicos intervenales presentes sobre los limbos foliares. (D) Mosaico 
rugoso. (E) Manchas aceitosas con anillos necróticos.  (F) Bronceamiento de limbos 
foliares. 
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Figura 10. Síntomas característicos en frutos de plantas con sintomatología de 
"Virosis" del tomate de árbol. (A) Apariencia rugosa y textura firme. (B) Cambios en 
tonalidades y coloración de la cáscara. (C) Manchas de apariencia aceitosa.                     
(D) Grabados generalizados. (E-F) Frutos completamente llenos de apariencia 
inmadura. 
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Los viveros visitados generalmente eran de índole familiar en los cuales se manejaban 
pocas cantidades de plántulas sin certificación alguna. Incluían varios tipos de especies 
ornamentales, frutales y aromáticas entre otras, con evidencia de deficiencias en el manejo 
sanitario y nutricional de las plantas comercializadas.  
 
Algunos de ellos presentaban una estructura más organizada en cuanto al manejo y 
comercialización de las especies, ya que contaban con una infraestructura más amplia y de 
mayor volumen de plantas. Sin embargo, no se garantizaba una completa sanidad de las 
plantas debido a la exposición al aire libre de las mismas, no encontrándose en ninguno de 
los casos zonas de plantas madre bajo casa malla antiáfidos. Es importante resaltar que 
todos los viveros visitados se encontraban en zonas de incidencia de la “Virosis” del tomate 
de árbol. 
 
Las plántulas de tomate de árbol colectadas, generalmente tenían alrededor de dos meses 
después de la germinación, aunque en algunos viveros se tomaron plántulas de cuatro a 
cinco meses. La mayoría de las plántulas de alrededor de dos meses carecían de 
sintomatología viral, aunque en algunas plántulas de mayor edad, se presentaban síntomas 
leves característicos de la enfermedad, especialmente mosaicos rugosos y deformación de 
brotes.  
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Figura 11. Algunos viveros visitados para la colección de plántulas y síntomas asociados a 
la enfermedad “Virosis” del tomate de árbol. (A) Vivero comercial San Bernardo 
(Cundinamarca). (B)  Vivero comercial El Carmen de Viboral (Antioquia). (C-D) Vivero 
comercial Granada (Cundinamarca). (E-F) Algunos síntomas. 
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5.2. Estado de las plántulas establecidas bajo invernadero. 
 
Las plántulas germinadas a partir de semillas provenientes de frutos sintomáticos y 
asintomáticos permanecieron desde el comienzo de su siembra hasta su evaluación en 
condiciones bajo invernadero y malla antiáfidos con el fin de mantenerlas libres de algún 
tipo de vector. Además, los invernaderos se encontraban en zona libre de cultivos de papa 
y/o tomate de mesa o de árbol con el fin de dar mayor garantía al ensayo (Figura 12). Para 
estas plántulas, se evidenció en general para todas las zonas, que aquellas provenientes de 
frutos de plantas con síntomas presentaban dificultad en su germinación, resultando en 
menor número en comparación con aquellas provenientes de frutos de plantas sin 
sintomatología viral, a pesar de recibir el mismo tratamiento con ácido giberélico para 
acelerar el proceso germinativo (Figura 13). Como única excepción se presentó la zona de 
Anolaima, donde las plántulas germinadas a partir de frutos de plantas sintomáticas 
superaron en número a las obtenidas de semillas de frutos asintomáticos. La germinación de 
las plántulas para la zona de Granada (Cundinamarca) fue muy baja en comparación con las 
otras zonas, por lo cual no se incluyó dentro del análisis. 
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Figura 12. Establecimiento y germinación de plántulas mantenidas bajo invernadero 
provenientes de semillas de frutos de plantas asintomáticas y sintomáticas a la “Virosis” del 
tomate de árbol. (A) Semillas extraídas de frutos después de fermentadas. (B) Tratamiento 
con ácido giberélico y jabón antibacterial. (C) Establecimiento de semillero. (D) Plántulas 
con 1 mes después de germinadas. (E) Plántulas con dos meses después de la germinación 
mantenidas bajo condiciones de invernadero y malla anti-áfidos. 
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              C 
 
Figura 13. Sintomatología de plántulas mantenidas bajo invernadero provenientes de 
semillas de frutos de plantas asintomáticas y sintomáticas a la “Virosis” del tomate de 
árbol. (A-B) Amarillamiento de nervaduras y clorosis generalizada sobre el limbo foliar. 
(C) Enrollamiento sobre los márgenes de la hoja.  
 
5.3.  Evaluación de niveles de incidencia en material de siembra mediante ELISA. 
 
5.3.1. Evaluación en semilla sexual de tomate de árbol. 
Las pruebas de ELISA realizadas a partir de semilla sexual de tomate de árbol obtenidas de 
cultivos de diferentes regiones del país, detectaron la presencia de cinco (AMV, CMV, 
potyvirus, PLRV y ToMV) de los siete virus evaluados en al menos una muestra de semilla 
sexual obtenida en los cultivos del país, no encontrándose en ninguna de las muestras los 
virus TSWV y ToRSV (Tabla 5). Los virus PLRV y potyvirus son los más frecuentemente 
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asociados a dicho material, con niveles de incidencia promedio de 26% y 16%, 
respectivamente, aunque el efecto de las zonas de colección fue evidente, al encontrarse 
regiones como el Oriente cercano de Antioquia donde dichos niveles fueron tan altos como 
94% para PLRV y 75% para Potyvirus, mientras que en zonas como el Valle de Sibundoy 
(Putumayo) y el Oriente lejano de Antioquia (La Unión, Sonsón) dichos niveles fueron de 
6,5 y 9% para PLRV y 7,5 y 4,5% para potyvirus, respectivamente (Figura 14). El virus 
CMV se encontró en un 21% de las muestras del Oriente cercano de Antioquia, pero en las 
demás zonas su incidencia fue marginal (menor al 2%), como también lo fueron los virus 
AMV y ToMV, que no superaron el 4% de incidencia en muestras de semillas de todas las 
regiones evaluadas. 
 
Con respecto a los niveles de incidencia detectados en semillas de los diferentes 
departamentos evaluados, se encontró que en Cundinamarca la zona de Granada presentó 
diferencias significativas para la detección de PLRV (52% de incidencia) con respecto a las 
otras dos regiones evaluadas (9,2% y 8,4% para Anolaima y San Bernardo, 
respectivamente), mientras que potyvirus fueron detectados en 17,2% de las muestras de 
Anolaima, 7,5% en Granada y 8% en San Bernardo, no presentándose diferencias 
significativas entre dichas zonas (Figura 14). En Antioquia, las muestras de la región del 
Oriente cercano fue evidentemente la que presentó mayores niveles de detección viral para 
PLRV, potyvirus y CMV, siendo además la única zona del país donde se detectó con 
niveles apreciables (22%) el virus ToMV (Tablas 5 y 6). Por otra parte en las muestras 
obtenidas del sur del país, solamente se encontraron niveles importantes de incidencia para 
los virus PLRV y potyvirus, aunque comparativamente con los otros departamentos, dichos 
niveles fueron bajos (menores al 13% para PLRV y de 7,5% para potyvirus) (Tabla 5 y 
Figura 14). 
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Tabla 5. Niveles de incidencia de los virus AMV, CMV, PLRV, Potyvirus y ToMV 
encontrados en semilla sexual de tomate de árbol en Colombia. 
 
   
Intervalo de confianza de 
95% 
Virus Zona BLUP* 
Límite 
inferior 
Límite 
superior 
AMV Anolaima 0,010673 0,005132 0,022067 
 Granada 0,01091 0,005246 0,022551 
 Nariño 0,010822 0,005203 0,02237 
 Norte Antioqueño 0,010822 0,005203 0,02237 
 Oriente Cercano 0,017538 0,017326 0,036768 
 Oriente Lejano 0,010793 0,005189 0,022312 
 Putumayo 0,036511 0,017795 0,07344 
 San Bernardo 0,010739 0,005164 0,022202 
CMV Anolaima 0,016573 0,009607 0,028444 
 Granada 0,019127 0,0111 0,032767 
 Nariño 0,011951 0,006914 0,020581 
 Norte Antioqueño 0,011951 0,006914 0,020581 
 Oriente Cercano 0,216376 0,112704 0,360509 
 Oriente Lejano 0,011193 0,006473 0,019286 
 Putumayo 0,014138 0,008187 0,024308 
 San Bernardo 0,012928 0,007483 0,022248 
PLRV Anolaima 0,092174 0,030635 0,245965 
 Granada 0,520823 0,25279 0,777381 
 Nariño 0,130258 0,04454 0,324855 
 Norte Antioqueño 0,130258 0,04454 0,324855 
 Oriente Cercano 0,946485 0,846273 0,982705 
 Oriente Lejano 0,09032 0,029978 0,241843 
 Putumayo 0,065495 0,021349 0,183786 
 San Bernardo 0,084478 0,027919 0,228664 
Potyvirus Anolaima 0,172821 0,086049 0,316766 
 Granada 0,074954 0,035228 0,152403 
 Nariño 0,045314 0,020942 0,095292 
 Norte Antioqueño 0,045314 0,020942 0,095292 
 Oriente Cercano 0,754249 0,580375 0,871971 
 Oriente Lejano 0,045799 0,021172 0,096258 
 Putumayo 0,07575 0,035618 0,153884 
 San Bernardo 0,079729 0,037574 0,161251 
ToMV Anolaima 0,013818 0,006594 0,028724 
 Granada 0,013511 0,006447 0,028096 
 Nariño 0,011871 0,00566 0,024731 
 Norte Antioqueño 0,011871 0,00566 0,024731 
 Oriente Cercano 0,21849 0,147343 0,391042 
 Oriente Lejano 0,011716 0,005585 0,024411 
 Putumayo 0,011486 0,005475 0,023938 
 San Bernardo 0,012483 0,005953 0,025987 
*Proporciones promedias de los niveles de incidencia obtenidos a partir de pruebas de ELISA para 
cada virus.  
 
 75 
Tabla 6. Procedencia de las muestras de semilla sexual de tomate de árbol en las que se 
detectaron mediante ELISA los virus AMV, CMV y ToMV.  
 
Virus Muestra Departamento Zona Región/Municipio Vereda 
AMV CL2M5 Antioquia Oriente Cercano Carmen de Viboral Samaria 
AMV CL3M5 Antioquia Oriente Cercano Carmen de Viboral Quirama 
AMV PL4M5 Putumayo Putumayo Colón San Pedro 
CMV CL1M1 Antioquia Oriente Cercano Carmen de Viboral Samaria 
CMV CL1M3 Antioquia Oriente Cercano Carmen de Viboral Samaria 
CMV CL1M4 Antioquia Oriente Cercano Carmen de Viboral Samaria 
CMV CL1M5 Antioquia Oriente Cercano Carmen de Viboral Samaria 
ToMV CL2M5 Antioquia Oriente Cercano Carmen de Viboral Samaria 
ToMV CL3M1 Antioquia Oriente Cercano Carmen de Viboral Quirama 
ToMV CL3M3 Antioquia Oriente Cercano Carmen de Viboral Quirama 
ToMV CL4M2 Antioquia Oriente Cercano Marinilla El Recado 
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Figura 14. Niveles de incidencia determinados a partir de pruebas de ELISA para los 
virus PLRV (A) y Potyvirus (B) para semilla sexual en cuatro departamentos de 
Colombia. Las líneas dentro de las barras indican los intervalos de confianza al 95%.  
 
 
A. 
B. 
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5.3.2. Evaluación en plántulas de vivero de tomate de árbol. 
La detección de virus en plántulas de viveros de cada una de las zonas bajo estudio, 
indicaron la presencia de PLRV, potyvirus, ToRSV (22%) y CMV (0,6%) en las muestras 
analizadas, siendo los potyvirus los que se encontraron con mayores niveles de incidencia, 
con un promedio de 35% y niveles que variaron de 16% en las plantas del vivero del 
departamento de Nariño a 65% en el vivero de la zona del Valle del Sibundoy (Putumayo) 
(Figura 15, Tabla 7). Por otra parte, el PLRV se detectó en el 24% de las plántulas 
analizadas en el país, aunque en las zonas de San Bernardo y Anolaima (Cundinamarca) y 
del Putumayo, su nivel de incidencia fue inferior al 11%, presentándose diferencias 
significativas con los demás viveros analizados.  El virus ToRSV fue encontrado con altos 
niveles de incidencia en plántulas de los viveros de Granada (Cundinamarca) y Putumayo, 
mientras que en las demás zonas dichos niveles sólo alcanzaron un 5% en promedio. 
Finalmente el virus CMV sólo se detectó marginalmente en plántulas de tomate de árbol, 
alcanzándose un promedio de detección inferior al 1%, mientras que los virus TSWV, 
ToMV y AMV no se detectaron en ninguna de las muestras bajo análisis (Figura 15, Tabla 
7).  
 
Tabla 7. Niveles de incidencia de los virus CMV, PLRV, Potyvirus y ToRSV encontrados 
en plántulas de vivero de tomate de árbol en Colombia. 
 
   
Intervalo de confianza de 
95% 
Virus Zona BLUP* 
Límite 
inferior 
Límite 
superior 
CMV Anolaima 0,006299 0,005785 0,006857 
 Granada 0,006058 0,005565 0,006596 
 Nariño 0,006214 0,005707 0,006764 
 Norte Antioqueño 0,006355 0,005837 0,006918 
 Oriente Cercano 0,006698 0,006153 0,007291 
 Oriente Lejano 0,006595 0,006058 0,007179 
 Putumayo 0,005523 0,005072 0,006012 
 San Bernardo 0,006334 0,005818 0,006895 
PLRV Anolaima 0,080964 0,036603 0,169619 
 Granada 0,524565 0,322423 0,718965 
 Nariño 0,256306 0,129402 0,444168 
 Norte Antioqueño 0,216185 0,106307 0,390064 
 Oriente Cercano 0,244492 0,122474 0,428686 
 Oriente Lejano 0,395267 0,219905 0,602471 
 Putumayo 0,113176 0,052169 0,228341 
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 San Bernardo 0,076915 0,034689 0,161918 
Potyvirus Anolaima 0,411958 0,250311 0,595128 
 Granada 0,487132 0,311619 0,665877 
 Nariño 0,161623 0,084148 0,287999 
 Norte Antioqueño 0,231522 0,125558 0,387304 
 Oriente Cercano 0,254351 0,13984 0,417156 
 Oriente Lejano 0,184594 0,097387 0,322033 
 Putumayo 0,65993 0,480485 0,802827 
 San Bernardo 0,439237 0,271834 0,621712 
ToRSV Anolaima 0,051546 0,020702 0,122594 
 Granada 0,736362 0,520709 0,877762 
 Nariño 0,049344 0,01979 0,117734 
 Norte Antioqueño 0,049059 0,019672 0,117101 
 Oriente Cercano 0,04753 0,019041 0,113706 
 Oriente Lejano 0,046347 0,018553 0,111069 
 Putumayo 0,764301 0,557776 0,892896 
 San Bernardo 0,051472 0,020671 0,12243 
*Proporciones promedias de los niveles de incidencia obtenidos a partir de pruebas de ELISA para 
cada virus.  
 
Al analizar individualmente los resultados de las pruebas de ELISA de las muestras de 
semillas y plántulas de vivero, se encontró que en regiones como el Oriente cercano de 
Antioquia, es frecuente la presencia simultánea en semilla sexual de los virus PLRV y 
potyvirus, situación que también se presentó en dos de las muestras de Granada 
(Cundinamarca). Adicionalmente, en una muestra de semillas del Carmen de Víboral se 
detectaron éstos dos virus y el AMV. Con respecto a las plántulas de vivero, fue igualmente 
posible encontrar la presencia simultánea de potyvirus y el PLRV en el Oriente cercano de 
Antioquia (PLRV), mientras que en Granada y Putumayo el otro virus detectado en un 
número considerable de las muestras correspondía a ToRSV (Tabla 8).  
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Figura 15. Niveles de incidencia determinados a partir de pruebas de ELISA para los 
virus PLRV (A), Potyvirus (B) y ToRSV (C) para plántulas de vivero en cuatro 
departamentos de Colombia. Las líneas dentro de las barras indican los intervalos de 
confianza al 95%.  
A. 
B. 
C. 
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Tabla 8. Detección simultánea de virus en muestras individuales de semilla sexual y 
plántulas de vivero de tomate de árbol. 
 
Semilla Sexual 
Muestra Departamento Zona Región/Municipio Vereda Virus Encontrados 
CL2M2 Antioquia Oriente Cercano Carmen de Viboral Samaria Potyvirus, PLRV 
CL2M3 Antioquia Oriente Cercano Carmen de Viboral Samaria Potyvirus, PLRV 
CL2M4 Antioquia Oriente Cercano Carmen de Viboral Samaria Potyvirus, PLRV 
CL2M5 Antioquia Oriente Cercano Carmen de Viboral Samaria AMV, ToMV, PLRV 
CL3M4 Antioquia Oriente Cercano Carmen de Viboral Quirama Potyvirus, PLRV 
CL3M5 Antioquia Oriente Cercano Carmen de Viboral Quirama AMV, PLRV 
CL4M2 Antioquia Oriente Cercano Marinilla El Recado ToMV, PLRV 
CL4M3 Antioquia Oriente Cercano Marinilla El Recado Potyvirus, PLRV 
CL4M4 Antioquia Oriente Cercano Marinilla El Recado Potyvirus, PLRV 
GL1M4 Cundinamarca Granada Granada San Raymundo Potyvirus, PLRV 
GL4M5 Cundinamarca Granada Granada San Raymundo Potyvirus, PLRV 
PL4M5 Putumayo Putumayo Colón San Pedro Potyvirus, AMV 
Plántulas de Vivero 
Muestra Departamento Zona Región/Municipio Vereda Virus Encontrados 
Cp1 Antioquia Oriente Cercano Carmen de Viboral Quirama Potyvirus, CMV, PLRV 
Cp2 Antioquia Oriente Cercano Carmen de Viboral Quirama Potyvirus, PLRV 
Cp3 Antioquia Oriente Cercano Carmen de Viboral Quirama Potyvirus, PLRV 
Cp4 Antioquia Oriente Cercano Carmen de Viboral Quirama Potyvirus, PLRV 
Cp11 Antioquia Oriente Cercano Carmen de Viboral Quirama Potyvirus, PLRV 
Gp1 Cundinamarca Granada Granada San Raymundo Potyvirus, ToRSV 
Gp2 Cundinamarca Granada Granada San Raymundo Potyvirus, ToRSV 
Gp3 Cundinamarca Granada Granada San Raymundo Potyvirus, ToRSV 
Gp4 Cundinamarca Granada Granada San Raymundo Potyvirus, ToRSV 
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Gp5 Cundinamarca Granada Granada San Raymundo Potyvirus, ToRSV 
Gp6 Cundinamarca Granada Granada San Raymundo Potyvirus, ToRSV 
Gp7 Cundinamarca Granada Granada San Raymundo Potyvirus, ToRSV 
Gp8 Cundinamarca Granada Granada San Raymundo Potyvirus, ToRSV 
Gp9 Cundinamarca Granada Granada San Raymundo Potyvirus, ToRSV 
Gp10 Cundinamarca Granada Granada San Raymundo Potyvirus, ToRSV 
Pp6 Putumayo Putumayo Colón San Pedro Potyvirus, ToRSV 
Pp7 Putumayo Putumayo Colón San Pedro Potyvirus, ToRSV 
Pp8 Putumayo Putumayo Colón San Pedro Potyvirus, ToRSV 
Pp9 Putumayo Putumayo Colón San Pedro Potyvirus, ToRSV 
Pp10 Putumayo Putumayo Colón San Pedro Potyvirus, ToRSV 
 
 
5.3.3. Evaluación en plántulas germinadas en invernadero. 
 
Las pruebas de ELISA realizadas en plántulas de tomate de árbol obtenidas a partir de la 
germinación de semillas de frutos de plantas sintomáticas y asintomáticas, no permitieron 
la detección de AMV, CMV y ToMV, pero se pudo confirmar la presencia de los virus 
PLRV y potyvirus en estos materiales. De esta forma el 16,4% de las 280 plántulas 
analizadas y procedentes de semillas de frutos asintomáticos resultaron positivas para 
potyvirus, mientras que el 6,8% lo fue para PLRV. Similarmente, el 20% de las plántulas 
procedentes de la germinación de semillas de frutos sintomáticos resultaron positivas para 
potyvirus y el 14% lo fueron para PLRV. Al analizar individualmente lo encontrado para 
las semillas de cada zona evaluada, se determinó que en regiones como el Oriente cercano, 
una alta proporción de las plántulas obtenidas de semillas procedentes tanto de plantas 
asintomáticas como sintomáticas, presentaban potyvirus (61,5% y 92,3%, respectivamente), 
así mismo resaltó el hecho que en el 68,4% de las plántulas procedentes de semilla de 
plantas asintomáticas de Anolaima (Cundinamarca) se detectó PLRV, mientras que este 
porcentaje fue de 13,5% para las de procedencia de plantas asintomáticas (Tabla 9).  
Finalmente, es de resaltar que en ninguna de las plántulas analizadas y obtenidas a partir de 
semillas de plantas asintomáticas en el Norte Antioqueño, Oriente Antioqueño lejano, 
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Córdoba (Nariño) y Valle del Sibundoy (Putumayo), se detectaron los virus PLRV y 
potyvirus, aunque esto si ocurrió en las plántulas germinadas de semillas de plantas 
sintomáticas, para al menos uno de los virus (Tabla 9).  
 
 
Tabla 9. Detección mediante pruebas de ELISA de los virus PLRV y potyvirus en 
plántulas de dos meses de edad mantenidas bajo invernadero y obtenidas a partir de 
semillas provenientes de frutos de plantas asintomáticas y sintomáticas. 
 
   Plantas positivas para ELISA 
Zona 
Procedencia de 
Semilla* 
No. Plantas 
Analizadas Potyvirus PLRV 
Oriente Cercano Asintomáticos 65 40 (61,5%)** 0 
Oriente Cercano Sintomáticos 13 12 (92,3%) 6 (46,1%) 
Norte Antioqueño Asintomáticos 35 0 0 
Norte Antioqueño Sintomáticos 21 10 (47,6%) 4 (19%) 
Oriente Lejano Asintomáticos 30 0 0 
Oriente Lejano Sintomáticos 26 4 (15,3%) 0 
Anolaima Asintomáticos 19 0 13 (68,4%) 
Anolaima Sintomáticos 38 0 5 (13,5%) 
San Bernardo Asintomáticos 39 6 (15,4%) 6 (15,4%) 
San Bernardo Sintomáticos 17 3 (17,6%) 0 
Nariño Asintomáticos 60 0 0 
Nariño Sintomáticos 32 4 (12,5%) 0 
Putumayo Asintomáticos 32 0 0 
Putumayo Sintomáticos 17 0 8 (47%) 
Asintomáticos 280 46 (16,4%) 19 (6,8%) 
TOTAL 
Sintomáticos 164 33 (20,1%) 23 (14%) 
(*) Asintomáticos: Plántulas obtenidas a partir de semillas de frutos aparentemente sanos de enfermedades 
virales. Sintomáticos: Plántulas obtenidas a partir de semillas de frutos con síntomas de “Virosis”.                        
(**): Porcentajes de detección. 
 
 
5.4. Identificación de virus asociados a material de siembra de tomate de árbol 
mediante RT-PCR y secuenciación. 
De los métodos de extracción de ácidos nucleicos utilizados en esta investigación, aquel 
que utiliza el kit de Qiagen fue el más efectivo para generar amplicones de RT-PCR con los 
diferentes cebadores empleados, siendo el método de extracción de ARN de doble cadena 
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el único que no permitió la generación de amplicones en ninguna de las muestras analizadas 
(Tabla 10). 
 
Las pruebas de RT-PCR permitieron obtener amplicones putativos del tamaño esperado 
para los virus PLRV y PVY (potyvirus), los que fueron confirmados como asociados a los 
genes de la cápside viral mediante secuenciación y comparación con las bases de datos 
moleculares. Desafortunadamente, el uso de los cebadores específicos para AMV, CMV, 
ToRSV, TSWV y ToMV, no generó amplificaciones con bandas únicas, sino por el 
contrario perfiles electroforéticos complejos (Figuras 16 y 17), de los cuales en todo caso se 
extrajeron mediante elusión de los geles, algunas de las bandas que aparentemente 
correspondían a los tamaños esperados reportados por los diseñadores de los cebadores en 
la literatura (Tabla 4). Desafortunadamente, la secuenciación de dichos amplicones, arrojó 
una asociación con regiones del genoma de plantas solanáceas o simplemente 
correspondieron a secuencias no conocidas (Anexo 7). 
 
La amplificación de una región de aproximadamente 330 pb de la cápside viral de PLRV 
fue obtenida en 22 de las muestras en las que previamente se había detectado dicho virus 
mediante pruebas de ELISA (Figura 18). Estos amplicones procedían de 19 muestras de 
semillas de regiones de los cuatro departamentos bajo estudio, una muestra de plántula del 
vivero de Carmen de Víboral y de dos plántulas germinadas en el invernadero a partir de 
semillas obtenidas en Anolaima. 
 
Por otra parte, los cuatro amplicones de 480 pb obtenidos para PVY (Figura 19), procedían 
de muestras de plántulas de vivero del municipio de Carmen de Víboral, no pudiéndose 
obtener de muestras de semillas, a pesar de los múltiples ensayos realizados a partir de 
diferentes metodologías de extracción de los ácidos nucleicos molde. 
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Figura 16. Amplificación por RT-PCR para los virus AMV (AMV-F y AMV-R), potyvirus 
(PN1BF1 y PCPR1), PLRV (PLRV-F, PLRV-R), ToMV (ToMV 1 y ToMV 3) para semillas 
sexuales de diferentes departamentos en Colombia. Líneas 1 y 21. Marcador 100pb.                            
PLRV (2. CL2M3. 3. CL4M4. 4. UL3M3. 5. SRL2M5. 6. GL2M1. 7. NL3M5. 8. PL4M3.                     
9. Control Negativo).  AMV (10. CL2M3. 11. CL4M4. 12. UL3M3. 13. SRL2M5. 14. GL2M1.              
15. NL3M5. 16. PL4M3. 17. AL2M5. 18. SRL4M5. 19. Control Negativo). Potyvirus (22. CL2M3. 
23. CL4M4. 24. UL3M3. 25. SRL2M5. 26. GL2M1. 27. NL3M5. 29. PL4M3. 29. AL2M5.               
30. SRL4M5. 31. Control Negativo). ToMV (32. CL2M3. 33. CL4M4. 34. UL3M3. 35. SRL2M5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  1     2     3     4     5     6    7     8      9    10   11   12   13  14   15   16   17   18   19   20 
 21     22      23      24     25     26     27      28     29     30      31     32     33      34     35    
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Figura 17. Amplificación por RT-PCR para los virus ToMV (ToMV 1 y ToMV 3), ToRSV (U1 y 
D1) y TSWV (TSWV-F Y TSWV-R) para semillas sexuales de diferentes departamentos en 
Colombia. Líneas 1. Marcador 100pb. ToMV (2. GL2M1. 3. NL3M5. 4. PL4M3. 5. AL2M5.           
6. SRL4M5. 7. Control Negativo). ToRSV (8. CL2M3. 9. CL4M4. 10. UL3M3. 11. SRL2M5.          
12. GL2M1. 13. NL3M5. 14. PL4M3. 15. AL2M5. 16. SRL4M5. 17. Control Negativo).                  
TSWV (18. CL2M3. 19. CL4M4. 20. UL3M3. 21.  Control negativo). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Amplificación por RT-PCR de una región del gen de la cápside del PLRV utilizando los 
cebadores PLRV-F y PLRV-R para muestras de semilla sexual y plántulas de vivero de tomate de 
árbol en Colombia. Línea 1. Marcador 100pb. 2. SRL3M1. 3. SRL3M3. 4. CL3M3. 5. UL2M5. 6. 
GL2M1. 7. GL4M5.  8. NL2M5. 9. NL3M5. 10. PL4M3. 11. Cp1. 12. Cp3. 13. Control Negativo. 
 
 
 
330pb 
 1      2      3      4      5     6      7      8      9    10   11    12   13     
  1     2     3     4     5    6    7     8     9   10   11   12  13   14  15   16   17  18   19   20   21 
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Figura 19. Amplificación por RT-PCR de una región del gen de la cápside del virus PVY 
utilizando los cebadores PVY-F y PVY-R para muestras de plántulas de vivero de tomate de árbol 
en la zona del Oriente Antioqueño. Línea 1. Marcador 100pb. 2. Cp1. 3. Cp2. 4. Cp3.  5. Cp11. 6. 
Control Negativo. 
 
 
Tabla 10. Amplicones obtenidos mediante RT-PCR con cebadores específicos a partir de 
muestras de semilla sexual de frutos y plántulas de vivero e invernadero de tomate de árbol. 
 
Zona Municipio Muestra 
Método 
de 
Obtención 
del ARN* Cebadores 
Tamaño                          
del amplicón 
** Secuencia*** 
Oriente Cercano Carmen de Víboral CL2M3 A PLRV F-R 330pb - 
Oriente Cercano Marinilla CL4M4 A PLRV F-R 330pb - 
Oriente Cercano Carmen de Víboral CL3M3 A PLRV F-R 330pb + 
Oriente Cercano Carmen de Víboral CL2M5 A PLRV F-R 330pb - 
Oriente Cercano Carmen de Víboral CL1M3 A PLRV F-R 330pb - 
Norte Antioqueño Santa Rosa de Osos SRL3M1 A PLRV F-R 330pb + 
Norte Antioqueño Santa Rosa de Osos SRL3M2 A PLRV F-R 330pb + 
Norte Antioqueño Santa Rosa de Osos SRL3M3 A PLRV F-R 330pb + 
Norte Antioqueño Santa Rosa de Osos SRL3M4 A PLRV F-R 330pb - 
Oriente Lejano La Unión UL2M5 B PLRV F-R 330pb + 
Granada Granada GL2M1 B PLRV F-R 330pb - 
Granada Granada GL2M2 B PLRV F-R 330pb - 
480pb 
 1       2        3        4        5        6       
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Zona Municipio Muestra 
Método 
de 
Obtención 
del ARN* Cebadores 
Tamaño                          
del amplicón 
** Secuencia*** 
Granada Granada GL4M5 B PLRV F-R 330pb + 
Granada Granada GL1M4 B PLRV F-R 330pb - 
Nariño Córdoba NL1M5 B PLRV F-R 330pb - 
Nariño Córdoba NL2M5 B PLRV F-R 330pb + 
Nariño Córdoba NL3M5 B PLRV F-R 330pb - 
Putumayo Colón PL4M3 B PLRV F-R 330pb + 
Putumayo Colón PL4M5 B PLRV F-R 330pb - 
Oriente Cercano Carmen de Víboral Cp1 A PLRV F-R 330pb + 
Anolaima Anolaima Inv AL1M5 C PLRV F-R 330pb + 
Anolaima Anolaima Inv AL4M1 C PLRV F-R 330pb + 
Oriente Cercano Carmen de Viboral Cp1 A PVY F-R 480pb + 
Oriente Cercano Carmen de Viboral Cp2 A PVY F-R 480pb + 
Oriente Cercano Carmen de Viboral Cp3 A PVY F-R 480pb + 
Oriente Cercano Carmen de Viboral Cp11 A PVY F-R 480pb - 
Oriente Cercano Carmen de Viboral CL1M3 A CPAMV1-2 489pb-M - 
Oriente Cercano Carmen de Viboral CL1M1 A CPAMV1-2 489pb-M - 
Norte Antioqueño Santa Rosa de Osos SRL3M2 A ToMV 1-3 550pb-M - 
Norte Antioqueño Santa Rosa de Osos SRL3M3 A ToMV 1-3 550pb-M - 
Oriente Cercano Carmen de Viboral CL2M3 A ToRSV U1-D1 500pb-M - 
Oriente Cercano Marinilla CL4M4 A ToRSV U1-D1 500pb-M - 
Norte Antioqueño Santa Rosa de Osos SRL3M2 A TSWV F-R 273pb-M - 
Norte Antioqueño Santa Rosa de Osos SRL3M3 A TSWV F-R 273pb-M - 
Oriente Cercano Carmen de Viboral CL1M5 A CMV Spain F-R 510pb-M - 
Oriente Cercano Carmen de Viboral CL1M1 A CMV Spain F-R 510pb-M - 
Granada Granada GL4M5 A CMV Spain F-R 510pb-M - 
       
(*) A. Extracción de ARN total con kit Qiagen. B. Extracción de Ácidos nucleicos totales.                      
C. Inmunocaptura post-ELISA. 
 
(**)M: indica banda eluída de geles con perfiles electroforéticos múltiples. 
 
(***)  +:  indica confirmación de la naturaleza viral del amplicón; -: indica secuencias no asociadas 
al virus  
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5.4.1. Análisis filogenético para el virus PLRV. 
 
El análisis filogenético para el PLRV utilizó 321 posiciones, 238 de las cuales fueron 
constantes, 69 variables pero no informativas y 14 informativas para el análisis de máxima 
parsimonia. El dendrograma generado presentó un Índice de Consistencia (CI) de 0,92, 
Índice de Retención (RI) de 0,84 y un Índice de Homoplasia (HI) de 0,08 y agrupó todas las 
cepas de PLRV en un solo clúster soportado por un valor de bootstrap del 100% y 
diferenciado de la secuencia de CYDV-RPV utilizada como grupo externo (Outgroup) 
(Figura 20). El cluster de PLRV, incluyó indistintamente cepas obtenidas de cultivos de 
papa de Colombia y de diferentes países como India, China, Perú e Irán con las cepas 
secuenciadas a partir de semillas obtenidas de cultivos de los cuatro departamentos bajo 
análisis, así como de plántulas de viveros y obtenidas de la germinación de semillas 
mantenidas bajo invernadero.  
 
La matriz de comparación generada a partir de dichas secuencias y las de referencia, indicó 
un alto nivel de identidad para la región parcial del gen de la cápside de PLRV, siendo en 
todos los casos superior al 96%. Los niveles de identidad entre las cepas de PLRV de tejido 
foliar de plantas adultas de tomate de árbol obtenidas por Jaramillo (2009) y las generadas 
en esta investigación fueron superiores al 98% en todos los casos, así como lo fueron éstas 
con la cepa 4 Col obtenida de un cultivo de papa del municipio de la Unión (Antioquia) por 
Gil et al. (2009). Finalmente, la identidad de las cepas de PLRV con aquella de CYDV-
RPV fue cercana al 77% (Tabla 11).  
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Figura 20. Árbol filogenético basado en secuencias de una región del gen de la cápside de 
cepas de PLRV obtenidas de semillas y plántulas de tomate de árbol en Colombia y de 
secuencias depositadas en las bases de datos moleculares y utilizadas como referencia para 
el análisis. 
FJ481107 PLRV Irán Papa. 
28 Col PLRV Córdoba (Nariño) Tomate de Árbol. 
25 Col PLRV Córdoba (Nariño) Tomate de Árbol. 
 
4 Col PLRV La Unión (Antioquia) Papa. 
8 UN PLRV Granada (Cundinamarca) Semilla Tomate de Árbol. 
9 UN PLRV El Carmen de Viboral (Antioquia) Plántula de Vivero Tomate de Árbol. 
 
AF539791 PLRV India Papa.  
EF063711 PLRV SL149 China Papa. 
AF453392 PLRV Perú Papa. 
7 UN PLRV La Unión (Antioquia) Semilla Tomate de Árbol. 
11 UN PLRV Santa Rosa (Antioquia) Semilla Tomate de Árbol. 
 
11A UN PLRV Córdoba (Nariño) Semilla Tomate de Árbol. 
 
10 Col PLRV Marinilla (Antioquia) Tomate de Árbol. 
 
 11 Col PLRV Marinilla (Antioquia) Tomate de Árbol. 
 
 12 Col PLRV Marinilla (Antioquia) Tomate de Árbol. 
 
13 UN PLRV Santa Rosa (Antioquia) Semilla Tomate de Árbol. 
 
 12 UN PLRV Santa Rosa (Antioquia) Semilla Tomate de Árbol. 
 
3 Col PLRV San Bernardo (Cundinamarca) Tomate de Árbol.  
14 UN PLRV El Carmen de Viboral (Antioquia) Semilla Tomate de Árbol. 
 
 54 Col PLRV San Bernardo (Cundinamarca) Tomate de Árbol.  
10 UN PLRV Colón (Putumayo) Semilla Tomate de Árbol. 
 
12A UN PLRV Anolaima (Cundinamarca) Plántula Germinada en invernadero Tomate de Árbol. 
 
 DQ 988085 Cereal yellow dwarf – RPV USA. 
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5.4.2. Análisis filogenético para el virus PVY. 
 
El análisis filogenético para PVY utilizó 481 posiciones, 272 de las cuales fueron 
constantes, 111 variables pero no informativas y 98 informativas para el análisis de máxima 
parsimonia. El dendrograma generado presentó un Índice de Consistencia (CI) de 0,74, 
Índice de Retención (RI) de 0,80 y un Índice de Homoplasia (HI) de 0,25 y separó las tres 
cepas secuenciadas en este estudio y procedentes de plántulas de vivero del municipio de 
Carmen de Víboral con dos cepas (45 y 46 Col) recientemente caracterizadas por Jaramillo 
(2009) procedentes de tejido foliar de plantas adultas del municipio de Córdoba (Nariño). 
Este clado estuvo fuertemente soportado por un valor de Bootstrap de 100% y a pesar de 
presentarse relacionado con la especie PVY, se presentó aislado de las cepas de referencia 
de las diferentes razas de PVY (PVYO, PVYC, PVYN, PVYNTN y PVYN-Wilga, PVY-NP) 
(Figura 21).  
 
La matriz de comparación generada a partir de dichas secuencias y las de referencia, indicó 
un nivel de identidad superior al 98% para la región parcial del gen de la cápside de PVY 
de las tres cepas de plántulas de tomate de árbol y aquellas de tejido foliar de plantas con 
“Virosis” en cultivos de Córdoba (Nariño); sin embargo dichos niveles de identidad tan 
sólo alcanzaron valores del 86-87% con respecto a cepas representativas de las razas PVYO, 
PVYC y PVY-NP de tomate de mesa y pimentón de Europa y de 90-91% con cepas de las 
razas PVYN y PVYNTN. Así mismo, la identidad de las cepas de plántulas de tomate de 
árbol con respecto a una cepa secuenciada a partir de papa por Gil et al. (2009) y de tejido 
foliar de tomate de árbol por Jaramillo (2009) fue del 91%. La identidad de las cepas de 
PVY con respecto a aquella de BYMV utilizada como grupo externo fue de 65% (Tabla 
12).  
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 AJ585342 PVY NTN Slovenia Papa. 
13 Col PVY Sonsón (Antioquia) Papa. 
FJ204166 PVY NTN Estados Unidos Papa. 
EF027897 PVY NTN Reino Unido Papa. 
AM746615 PVY NP Hungría Tomate. 
AB331548 PVY NTN Japón Papa. 
AJ390285 PVY N Dinamarca Papa. 
17 Col PVY La Unión (Antioquia) Papa. 
44 Col PVY Córdoba (Nariño) Tomate de Árbol. 
FM244834 PVY NP Taiwan Tomate de Árbol. 
DQ157178 PVY N-Wilga Estados Unidos Papa. 
X14136 PVY 0 Argentina Papa. 
AJ890333 PVY NP España Tomate. 
AJ303096 PVY NP España Pimienta. 
AJ303095 PVY NP Turquía Pimienta. 
AJ890348 PVY C Francia Papa. 
46 Col PVY Córdoba (Nariño) Tomate de Árbol. 
1 UN PVY El Camen de Viboral (Antioquia) Plántula de vivero Tomate de Árbol.  
3 UN PVY El Camen de Viboral (Antioquia) Plántula de vivero Tomate de Árbol.  
 
2 UN PVY El Camen de Viboral (Antioquia) Plántula de vivero Tomate de Árbol.  
 
45 Col PVY Córdoba (Nariño) Tomate de Árbol. 
DQ901435 Bean yellow mosaic virus Australia. 
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Figura 21. Árbol filogenético basado en secuencias de una región del gen de la cápside de 
cepas de PVY obtenidas de plántulas de tomate de árbol en el municipio de Carmen de 
Víboral (Oriente cercano de Antioquia) y de secuencias depositadas en las bases de datos 
moleculares correspondientes a diferentes razas de PVY y utilizadas como referencia para 
el análisis. 
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5.5. Evaluación de metodologías de detección de virus mediante hibridización 
molecular. 
 
Los procedimientos aplicados para la estandarización de las metodologías de hibridización 
molecular tipo dot-blot y tissue-printing condujeron al establecimiento exitoso de ambas 
técnicas para la detección de PLRV y potyvirus a partir de material de siembra de tomate de 
árbol, aunque claramente la lectura del revelado de las membranas fue más objetivo para el 
caso de dot-blot, pues la prueba de tissue-printing puede generar distorsiones en las 
regiones impresas y mayores niveles de fondo no deseado (background) que dificultan las 
lecturas finales. En las figuras 22 y 23 se presentan los resultados de las pruebas de dot-blot 
para las 20 muestras de semillas evaluadas y de plántulas de vivero, en las que se detectó la 
presencia de potyvirus en siete y nueve de las muestras respectivamente, mientras que 
PLRV se detectó en 11 muestras de semillas y siete de plántulas. Adicionalmente, es 
importante indicar que las dos repeticiones realizadas en la membrana para cada muestra 
coincidieron exactamente. Por su parte, la prueba de tissue-printing detectó la presencia de 
potyvirus en seis plántulas y de PLRV en cuatro muestras (Figura 24), pero la coincidencia 
entre ambas repeticiones no fue completa, por las dificultades que se mencionaron para 
determinar el resultado de la prueba en algunas de las muestras. 
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Figura 22. Prueba de dot-blot para muestras de semillas del Oriente cercano de Antioquia para 
PLRV y potyvirus. 1. Control positivo ELISA kit AGDIA para cada virus. 2. CL1M1. 3. CL1M2.      
4. CL1M3. 5. CL1M4. 6. CL1M5. 7. CL2M1. 8. CL2M2. 9. CL2M3. 10. CL2M4. 11. CL2M5.     
12. CL3M1. 13. CL3M2. 14. CL3M3. 15. CL3M4. 16. CL3M5. 17. CL4M1. 18. CL4M2.             
19. CL4M3. 20. CL4M4. 21. CL4M5. 22. Control negativo (semillas negativas a prueba ELISA 
para cada virus). 
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Figura 23. Prueba de dot-blot para muestras de plántulas de vivero del Oriente cercano de 
Antioquia para PLRV y Potyvirus. 1. Control positivo ELISA kit AGDIA para cada virus. 2. Cp1.     
3. Cp2. 4. Cp3. 5. Cp4. 6. Cp5. 7. Cp6. 8. Cp7. 9. Cp8. 10. Cp9. 11. Cp10. 12. Cp11. 13. Cp12.     
14. Cp13. 15. Cp14. 16. Cp15. 17. Cp16. 18. Cp17. 19. Cp18. 20. Cp19. 21. Cp20. 22. Control 
negativo (Plántula negativa a prueba ELISA para cada virus). 
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Figura 24. Impresión de pecíolos para muestras de plántulas de vivero del Oriente Cercano de 
Antioquia para PLRV y Potyvirus. 1. Control positivo ELISA kit AGDIA para cada virus. 2. Cp1. 
3. Cp2. 4. Cp3. 5. Cp4. 6. Cp5. 7. Cp6. 8. Cp7. 9. Cp8. 10. Cp9. 11. Cp10. 12. Cp11. 13. Cp12.             
14. Cp13. 15. Cp14. 16. Cp15. 17. Cp16. 18. Cp17. 19. Cp18. 20. Cp19. 21. Cp20. 22. Control 
negativo (Plántula negativa a prueba ELISA para cada virus). 
 
 
Al comparar los niveles de detección en semilla sexual de tomate de árbol de los virus 
PLRV y potyvirus logrados con las pruebas de hibridización contra las pruebas ELISA y 
RT-PCR, se encontró un alto nivel de concordancia entre la metodología de dot-blot y la 
prueba de ELISA con un coeficiente de Kappa de 1 y 0.89 para la detección de PLRV y 
potyvirus, respectivamente, detectándose mediante dot-blot potyvirus en una proporción 
adicional del 5% (Tabla 13, Figura 25). Por otro lado, la concordancia de estas pruebas con 
la RT-PCR resultó muy baja o inexistente (Tabla 13), pues tal como se evidenció en los 
experimentos de secuenciación, claramente el efecto de los inhibidores de PCR presentes 
en las semillas de tomate de árbol afectan dramáticamente su utilidad como un método de 
diagnóstico rutinario, siendo necesario un proceso de limpieza adicional y dilución de 
inhibidores para lograr amplicones de los virus bajo estudio. 
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Tabla 11. Coeficiente de concordancia Kappa para los virus PLRV y potyvirus en semilla 
sexual de tomate de árbol de la zona del Oriente cercano del departamento de Antioquia. 
 
  PLRV Potyvirus 
Detección por ELISA y dot-blot (%) 55 30 
Detección sólo por ELISA (%) 0 0 
Detección sólo por dot-blot (%) 0 5 
No Detección por ELISA y dot-blot 45 65 
Coeficiente Kappa 1 0.8864 
Límite Inferior 95% Confianza 1 0.6707 
Límite Superior 95% Confianza 1 1 
Detección por ELISA y RT-PCR (%) 20 0 
Detención sólo por ELISA (%) 35 30 
Detección sólo por RT-PCR 0 0 
No Detección por ELISA y RT-PCR 45 70 
Coeficiente Kappa 0.3396 0 
Límite Inferior 95% Confianza 0.0434 0 
Límite Superior 95% Confianza 0.6358 0 
Detección por dot-blot y RT-PCR (%) 20 0 
Detención sólo por dot-blot (%) 35 35 
Detección sólo por RT-PCR 0 0 
No Detección por dot-blot y RT-PCR 45 65 
Coeficiente Kappa 0.3396 0 
Límite Inferior 95% Confianza 0.0434 0 
Límite Superior 95% Confianza 0.6358 0 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Porcentajes de detección por ELISA, dot-blot y RT-PCR para los virus PLRV y 
potyvirus en semilla sexual de tomate de árbol en la zona del Oriente Cercano de 
Antioquia. 
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Las comparaciones realizadas a partir de las pruebas de tissue-printing indicaron niveles 
medios de concordancia entre ésta metodología y ELISA ó dot-blot, con valores de 
coeficientes de Kappa que oscilaron entre 0,63 y 0,88 para la detección de PLRV y 
Potyvirus con respecto a pruebas de ELISA y de 0,63 y 0,69 cuando se comparó tissue-
printing con dot-blot (Tabla 14, Figura 26). En ambas situaciones la prueba de tissue-
printing detectó el PLRV en un 15% menos de plántulas con relación a las otras dos 
técnicas bajo estudio. Similarmente, la detección de potyvirus fue realizada en 5 y 15%  
más de plántulas cuando se utilizaron pruebas de ELISA y dot-blot, respectivamente, que 
cuando se usó tissue-printing (Tabla 14). 
 
 
Tabla 12. Coeficiente de concordancia Kappa para los virus PLRV y potyvirus en plántulas 
de vivero de tomate de árbol de la zona del Oriente cercano del departamento de Antioquia. 
 
  PLRV Potyvirus 
Detección por ELISA y dot-blot (%) 35 35 
Detención sólo por ELISA (%) 0 0 
Detección sólo por dot-blot (%) 0 10 
No Detección por ELISA y dot-blot 65 55 
Coeficiente Kappa 1 0.7938 
Límite Inferior 95% Confianza 1 0.5285 
Límite Superior 95% Confianza 1 1 
Detección por ELISA y tissue-printing (%) 20 30 
Detención sólo por ELISA (%) 15 5 
Detección sólo por tissue-printing 0 0 
No Detección por ELISA y tissue-printing 65 65 
Coeficiente Kappa 0.6341 0.8864 
Límite Inferior 95% Confianza 0.2789 0.6707 
Límite Superior 95% Confianza 0.9894 1 
Detección por dot-blot y tissue-printing (%) 20 30 
Detención sólo por dot-blot (%) 15 15 
Detección sólo por tissue-printing 0 0 
No Detección por dot-blot y tissue-printing 65 55 
Coeficiente Kappa 0.6341 0.6875 
Límite Inferior 95% Confianza 0.2789 0.3778 
Límite Superior 95% Confianza 0.9894 0.9972 
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Figura 26. Porcentajes de detección por ELISA, dot-blot y tissue-printing para los virus 
PLRV y potyvirus en plántulas de vivero de tomate de árbol en la zona del Oriente cercano 
de Antioquia. 
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6. DISCUSIÓN. 
 
En los últimos años, la enfermedad denominada “Virosis” del tomate de árbol ha venido 
tomando gran importancia a nivel nacional posicionándose como el problema fitosanitario 
más limitante en la producción de este frutal en el país (Ayala 2009; Jaramillo 2009), 
situación que se ve reflejada en la reducción de las áreas sembradas en los departamentos 
tradicionalmente productores de tomate de árbol y en los altos niveles de incidencia de la 
enfermedad (Betancourth et al., 2003; Ayala, 2009; Jaramillo 2009).  
 
Hasta hace pocos años, los estudios de la “Virosis” en Colombia se habían centrado en la 
realización de pruebas biológicas, de microscopía electrónica y en menor proporción a 
caracterizaciones serológicas y moleculares, concluyéndose que los agentes causales de la 
enfermedad correspondían a miembros del género Potyvirus y posiblemente a algunos virus 
isométricos como PLRV y CMV (Tamayo et al., 1999; Saldarriaga et al., 1997; Sañudo y 
Orellana, 1989; Chávez y Varón, 2001; Betancourth et al., 2003; Cruz, 2005; Cuspoca, 
2007). Recientemente, dichas investigaciones se han fortalecido en el uso de herramientas 
serológicas y moleculares, siendo posible confirmar la identidad de las especies virales 
Potato virus Y (PVY) y Tamarillo leaf malformation virus (TaLMV) (especie propuesta) 
como dos de los potyvirus asociados a la “Virosis” en el departamento de Antioquia y 
Nariño (Ayala, 2009; Rodríguez, 2009). Adicionalmente, en estudios realizados por 
Jaramillo (2009) y Ayala (2009) mediante pruebas de ELISA, se determinó que los 
potyvirus, CMV y PLRV, son los virus más frecuentemente asociados con la enfermedad 
en los cultivos de Antioquia, Boyacá, Cundinamarca, Nariño y Putumayo, mientras que los 
virus AMV, ToMV, ToRSV y TSWV sólo fueron encontrados marginalmente en dichos 
estudios.  
 
Dado el efecto detrimental que causa la “Virosis” en los cultivos de tomate de árbol del 
país, el estudio de los mecanismos de transmisión de las especies virales asociadas a la 
enfermedad se constituye en un factor fundamental para el diseño de estrategias de manejo 
que conduzcan a la viabilidad económica del cultivo. En este sentido, varias investigaciones 
en Colombia y otros países del mundo se han realizado, encontrándose que algunos de los 
potyvirus asociados al cultivo son transmitidos en forma mecánica, por propagación 
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asexual y por insectos vectores de la familia Aphididae (Vizuete et al, 1990; Eagles et al., 
1994; Bernal et al., 1998; Betancourth et al, 2003), pero no por semilla sexual (Eagles et 
al., 1994; Bernal et al., 1998). El avance que representan los trabajos recientes sobre el 
nivel de conocimiento de la etiología e incidencia de la “Virosis” en cultivos de tomate de 
árbol en Colombia, planteaba la necesidad de reevaluar la posible transmisibilidad de virus 
asociados a este frutal a través de semilla sexual, por cuanto los agricultores y viveristas de 
nuestro país utilizan este medio como base para el establecimiento de sus cultivos y para la 
comercialización de plántulas.  En este sentido, la presente investigación se propusó con el 
fin de retomar los estudios de transmisión por semilla sexual, bajo el nuevo contexto de la 
ocurrencia de diferentes virus asociados a la “Virosis del tomate de árbol”. Para esto se 
realizaron pruebas de ELISA sobre muestras de semilla sexual provenientes de frutos de 
plantas sintomáticas y asintomáticas a la enfermedad, procedentes de cuatro departamentos 
del país: Antioquia, Cundinamarca, Nariño y Putumayo. Adicionalmente, se evaluó la 
presencia de los virus una vez germinadas las plántulas a partir de las semillas previamente 
analizadas por ELISA y paralelamente se realizó la evaluación de los niveles generales de 
sanidad viral de plántulas de vivero comercializadas en cada región bajo estudio. Estas 
evaluaciones estuvieron complementadas con el análisis de secuencias de regiones de la 
cápside viral de los dos virus (PVY y PLRV) en los que se logró la amplificación mediante 
RT-PCR de dichas regiones, estableciéndose sus afinidades filogenéticas con cepas cuyas 
secuencias están depositadas en las bases de datos moleculares. Finalmente, como un aporte 
a la generación de herramientas de detección viral más precisas para los productores de 
semilla, distribuidores de material de siembra y para los organismos de sanidad vegetal del 
estado, se evaluaron las metodologías de hibridización dot-blot, tissue-printing, ELISA y 
RT-PCR con miras a su utilización en procesos futuros de certificación de semilla de 
tomate de árbol libre de patógenos virales. 
 
Con el fin de tener una base de información amplia y representativa de cuatro de los 
principales departamentos cultivadores de tomate de árbol del país (Antioquia, 
Cundinamarca, Nariño y Putumayo), en el trabajo se obtuvieron muestras de frutos de 
cultivos en un total de 12 municipios productores y de ocho viveros distribuidos en las 
diferentes regiones. La sintomatología de las plantas presentes en los diferentes municipios, 
presentó un patrón general consistente de mosaicos rugosos con decaimiento general de las 
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plantas, deformación de brotes y cambios en la apariencia de flores y frutos; no siendo 
posible asociar una característica en particular con las enfermedades virales presentes en 
cada departamento. Sin embargo, entre las regiones se presentaban algunos síntomas 
adicionales con mayor frecuencia. Así, en Antioquia fue común encontrar plantas con 
ampollamientos foliares y bandeamiento de venas, mientras que en Cundinamarca, las 
plantas presentaban amarillamientos generales y clorosis intervenal en las hojas. En los 
departamentos de Nariño y Putumayo fue frecuente la presencia de manchas de apariencia 
aceitosa y el bronceamiento en las hojas. No obstante, no se descarta la posibilidad de que 
algunos de los síntomas más generales como las clorosis y el decaimiento general de las 
plantas, que pudieran resultar de la infección viral, también puedan ser causados por otros 
problemas fitopatológicos como nematodos de raíz, hongos del suelo o por problemas 
abióticos como deficiencias nutricionales. Los síntomas virales asociados directamente a 
los frutos tampoco tuvieron un patrón diferencial en cada región muestreada, pero fue 
común encontrar que las bayas obtenidas de plantas sintomáticas resultaban con una textura 
mucho más firme en su pulpa con respecto a frutos sanos, presentando cambios de 
coloración en su cáscara y la presencia de diferentes tipos de grabados. Adicionalmente, en 
muchas ocasiones los frutos obtenidos de plantas sintomáticas tenían una pulpa con 
apariencia inmadura y tonalidades de colores verde a púrpura. Estos síntomas han sido 
previamente reportados en sus observaciones por Tamayo (1996); Saldarriaga et al., 
(1997); Betancourth (2003); Cruz (2005); Cuspoca (2007); Ayala (2009), Jaramillo (2009), 
Gil et al., (2009), Rodríguez (2009). Por otra parte, en plántulas de vivero colectadas la 
sintomatología era escasa, quizás debido a la edad de la planta y a que la concentración de 
partículas virales aún no era lo suficientemente alta para denotar algún tipo de síntoma; 
aunque en algunas plántulas de mayor edad, se observaron síntomas leves característicos de 
la enfermedad como mosaicos rugosos y deformación de brotes.  
 
Con respecto a la evaluación de virus asociados a semilla sexual, en este estudio 
inesperadamente cinco de los siete virus evaluados (AMV, CMV, potyvirus, PLRV y 
ToMV), fueron encontrados en al menos una muestra de semilla, aunque por el tipo de 
evaluación en el que se empleó la maceración de toda la semilla, no fue posible distinguir sí 
el virus o la mezcla de virus se encontraban presentes en los tegumentos, la testa o el 
embrión. Lo que sí se pudo garantizar en la investigación, fue que únicamente se evaluó 
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tejido de semilla dados los tratamientos previos de fermentación y los múltiples lavados 
posteriores realizados con el fin de eliminar restos de pulpa de la superficie externa de las 
semillas. 
 
Al comparar los niveles de incidencia de los virus detectados en semilla sexual de tomate 
de árbol con los resultados encontrados por Ayala (2009) en Antioquia para potyvirus y por 
Jaramillo (2009) para AMV, CMV, PLRV, ToMV, ToRSV, TSWV, en tejido foliar de 
plantas adultas de diferentes regiones del país, se observó una correspondencia general 
entre estos estudios, aunque presentándose menores niveles de detección de virus en 
semilla sexual. En este sentido, los potyvirus y PLRV fueron detectados como los virus 
predominantes, mientras que AMV, TSWV, ToRSV y ToMV solamente se detectaron 
marginalmente o no fueron encontrados en algunas de las regiones sobre plantas adultas y/o 
semilla sexual. Esta concordancia no ocurrió para el caso de CMV, por cuanto las pruebas 
sobre plantas adultas realizadas por Jaramillo (2009) en Antioquia indicaron niveles de 
incidencia promedio del 56% para este virus, presentándose incluso zonas como el suroeste 
Antioqueño donde se detectó en el 92% de las muestras evaluadas; mientras que en el 
presente estudio CMV sólo se encontró en forma importante en muestras de semilla sexual 
procedentes del Oriente cercano del departamento de Antioquia, no superando el 21% de 
incidencia, siendo su detección muy marginal en semillas de las otras regiones del país.  
 
En las evaluaciones de plantas adultas para potyvirus realizadas por Ayala (2009), los 
porcentajes de incidencia fueron muy altos, registrándose valores entre el 80 y el 93% para 
diferentes regiones de Antioquia; mientras que en semilla sexual, la presencia de potyvirus 
alcanzó un nivel de incidencia promedio del 16% en todo el país, aunque con las 
variaciones propias de las diferentes regiones de cultivo; así por ejemplo, dichos niveles 
fueron del 75% para las semillas del Oriente cercano de Antioquia y tan sólo del 7,5% para 
las muestras obtenidas del Putumayo.   
 
De estas evaluaciones, resultó muy interesante e inesperada la detección generalizada de 
PLRV sobre semilla sexual en todas las zonas evaluadas, alcanzando un promedio nacional 
del 26%, aunque igualmente con las variaciones propias de cada zona, pues en regiones 
como el Oriente cercano de Antioquia este virus se encontró en el 94% de las muestras, 
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mientras que en el Valle del Sibundoy (Putumayo) los niveles fueron tan sólo del 6,5 %. La 
presencia generalizada de este virus en Colombia ya había sido reportada por Jaramillo 
(2009), quien detectó PLRV en 29 de 60 muestras representativas de cultivos de cinco 
departamentos del país, así como en el 40% de las muestras analizadas en su estudio de 
incidencia de virus de tomate de árbol en Antioquia.  
 
A partir de los resultados obtenidos en la detección de virus en semilla sexual de tomate de 
árbol en las diferentes zonas evaluadas, fue evidente que el Oriente cercano del 
departamento de Antioquia fue la región con mayor incidencia viral en este material, 
presentando uno de los cinco virus detectados a nivel nacional en al menos una muestra, y 
porcentajes de incidencia muy altos para algunos de ellos, como PLRV (94%), potyvirus 
(75%) y ToMV (22%). Esta situación no resulta fácil de explicar sin evaluaciones 
experimentales de soporte, pero sin duda el hecho que esta región se ha constituido como 
gran productora del frutal desde hace varios lustros con la siembra continua de la semilla 
obtenida en la misma región, además de la confluencia de arreglos agronómicos de 
asociación y/o rotación de diferentes cultivos que incluyen plantas solanáceas como papa, 
uchuva, lulo, pimentón y tomate de mesa entre otros, pudieran contribuir a explicar la 
presencia de un alto número de vectores y de plantas hospedantes alternas de virus que 
posiblemente sean compartidos entre algunos de dichos cultivos. En este sentido, Jaramillo 
(2009) plantea con base en los altos niveles de similitud de secuencias de la cápside viral de 
los virus PLRV y PVY de tomate de árbol y papa encontrados en su estudio y en aquel de 
Gil et al. (2009), la posible patogenicidad sobre estas especies de variantes de ambos virus; 
sin embargo dicha hipótesis requiere ser evaluada en pruebas de inoculación cruzada.  
 
Ante la sorpresiva detección en esta investigación de PLRV e incluso de potyvirus en 
semilla sexual de tomate de árbol, se decidió evaluar la posible transmisibilidad de estos 
virus a través de dicho medio. Para esto se establecieron germinadores a partir de semillas 
procedentes de frutos sintomáticos y asintomáticos, permitiéndose su germinación y 
realizándose un análisis previo mediante ELISA para la detección de dichos virus. Las 
plántulas fueron mantenidas en cubículos con malla antiáfidos dentro de un invernadero en 
el campus de la Universidad Nacional de Colombia sede Medellín, una zona sin presencia 
cercana de cultivos de plantas de la familia Solanaceae. Transcurridos dos meses después 
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de la germinación, se realizaron nuevos análisis de ELISA, detectándose nuevamente 
potyvirus y PLRV en el 16,4 y 6,8% de las plántulas procedentes de frutos de plantas 
asintomáticas, y en el 20 y 14% de plántulas de semillas obtenidas de frutos sintomáticos, 
respectivamente. Dichas evaluaciones nuevamente señalaron a la región del Oriente 
cercano de Antioquia como la de mayor incidencia de estos virus, con valores del 61,5 y 
92,3% para potyvirus en plántulas procedentes de semillas de frutos asintomáticos y 
sintomáticos, respectivamente. Para el caso de PLRV, este virus se detectó en el 46% de las 
plántulas de semillas de frutos sintomáticos de dicha región, pero no en las procedentes de 
plantas asintomáticas.  
 
Tal como se mencionó anteriormente, en la investigación se determinó la presencia de 
cinco (AMV, CMV, potyvirus, PLRV y ToMV) de los siete virus evaluados en al menos 
una muestra de semilla sexual obtenida en los cultivos del país, no encontrándose en 
ninguna de las muestras los virus TSWV y ToRSV. La sola presencia de un virus en 
semilla sexual no es garantía de su transmisibilidad por este medio (Khan y Dijkstra, 2006), 
requiriéndose de estudios complementarios que evalúen directamente la presencia de los 
virus en plántulas germinadas a partir de semillas presumiblemente infectadas bajo 
ambientes controlados (ej. sin presencia de vectores o de daños mecánicos) y 
preferiblemente en los que se determine la ubicación de los virus en la semilla (ej. embrión, 
testa, tegumentos) y/o en los gametos sexuales (Johansen et al., 1994; Ali y Kobayashi, 
2009). 
 
Los estudios de transmisión de virus en semilla sexual, resultan complejos y difíciles de 
evaluar por cuanto diversos trabajos han determinado que los porcentajes de transmisión de 
virus por este medio son extremadamente variables al depender de muchos factores, 
incluyendo los genotipos de los virus y hospedantes, las condiciones ambientales reinantes 
durante dicha interacción, el momento de la infección, la presencia de periodos prolongados 
de latencia y las condiciones de manejo de la semilla y/o plántulas (ej. daños inducidos 
durante transplante, características del almacenamiento, etc) (Johansen et al., 1994; Maule 
y Wang, 1996; Pasquini y Barbaj, 2006). Así por ejemplo, sólo hasta muy recientemente 
Ali y Kobayashi (2009) reportaron por primera vez la transmisión de CMV en semillas de 
pimentón, determinando que el virus puede ubicarse tanto en el tegumento como en el 
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embrión de dichas semillas, siendo detectado mediante RT-PCR en el 95% de las semillas 
bajo análisis, pero con porcentajes de transmisibilidad del 10 al 14%; mientras que Pasquini 
y Barba (2006) realizaron una revisión detallada que explica las razones del criterio erróneo 
mantenido desde los años setenta de que el potyvirus Plum pox virus era transmitido por 
semillas sexuales en frutales de hueso, lo cual ha sido completamente reevaluado. 
Considerando dichos aspectos, en la presente investigación no sólo se evaluó la presencia 
de los virus PLRV y potyvirus en la semilla, sino también que se determinó su detección en 
plántulas germinadas, lo que se constituye en el primer reporte de la transmisión del PLRV 
por este medio. Este resultado trasciende la literatura clásica en virología vegetal, en el 
sentido que dicho virus es transmitido en la naturaleza solamente por áfidos de manera 
persistente no propagativa, siendo las especies Myzus persicae y Macrosiphum euphorbiae 
las más eficientes para su transmisión, por semilla asexual o mediante injerto en 
evaluaciones experimentales (Mowry y Ophus, 2002; Hull, 2004; Álvarez et al., 2007). La 
transmisión circulativa de PLRV por Myzus persicae incluye un período latente entre la 
adquisición exitosa de una planta infectada y la transmisión subsiguiente a una planta sana 
(Mowry y Ophus, 2002). El PLRV es restringido al floema y cuando los áfidos adquieren 
PLRV inoculan plantas sanas durante su salivación. La actividad del vector y su 
comportamiento son determinantes en la tasa y desarrollo de la epidemia del virus (Álvarez 
et al., 2007). Eigenbrode et al., (2002) registraron que M. persicae prefiere plantas 
infectadas con PLRV, que plantas no infectadas, lo cual asociaron con la presencia de 
compuestos volátiles de las plantas enfermas, que actúan como atrayentes de los áfidos. La 
ausencia de reportes de la transmisión de PLRV vía semilla sexual, puede estar muy 
influenciada por el hecho que el estudio de dicho virus generalmente se ha reducido a su 
interacción con plantas de papa, su principal hospedante agrícola, dada su propagación vía 
tubérculos. En el caso de tomate de árbol, es posible que la interacción del PLRV con esta 
especie conduzca a su llegada al embrión antes o después de la fertilización, o 
alternativamente al tegumento de la semilla que pudiera entrar en contacto con los tejidos 
de las plántulas recién germinadas. De gran interés resultaría el evaluar dichas situaciones, 
de manera que se apoye con análisis anatómicos la dilucidación de las vías de llegada de 
este virus a las plántulas germinadas de tomate de árbol. 
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Con respecto a la detección de potyvirus en semillas, los resultados de este trabajo 
contradicen los hallazgos de otras investigaciones realizadas en el país, e incluso de otros 
lugares del mundo. Así, Saldarriaga et al. (1998) realizaron un estudio similar al aquí 
planteado, pero utilizando anticuerpos específicos generados por el CIP para virus 
isométricos no identificados y para virus con varillas flexuosas (posiblemente potyvirus), 
no detectando la presencia de dichos virus en plántulas de 10 meses obtenidas de semillas 
de frutos sanos y enfermos. De igual forma Betancourth et al. (2003) evaluaron la 
sintomatología presente en plántulas obtenidas a partir de 100 semillas de frutos de cultivos 
del departamento de Nariño, reportando la ausencia de síntomas luego de seis meses de 
evaluación. Eagles et al. (1994) plantean que para su conocimiento, no existen reportes de 
virus transmitidos vía semilla sexual en cultivos de tomate de árbol de Nueva Zelanda, 
siendo reportado que TaMV, el principal potyvirus que afecta este cultivo en dicho país, no 
se transmite por este medio (ICTV, 2006d). Es claro que las diferencias encontradas en esta 
investigación con las anteriormente citadas, se pueden deber al uso de anticuerpos 
diferentes a los utilizados por Saldarriaga et al (1998); a la presencia de infecciones virales 
no detectadas mediante evaluación visual de síntomas por parte de Betancourth et al. 
(2003) y en el tercer caso, a las diferencias en los virus o sus variantes que afectan el 
tomate de árbol en Nueva Zelanda con relación a los genotipos virales presentes en 
Colombia. La literatura reporta s múltiples registros de virus que no inducen síntomas sobre 
plántulas cuando su transmisión ocurre vía semilla sexual (Johansen et al., 1994), como por 
ejemplo CMV en plántulas de Stellaria media (Gallitelli, 2000; Ali y Kobayashi, 2009).  
 
La posible transmisión de miembros del género Potyvirus mediante semilla sexual no es la 
situación más común en este grupo, pero sí se ha reportado para diversas combinaciones de 
virus/hospedantes, siendo ampliamente documentados los casos de BCMV en maní, fríjol y 
caupí (Hull, 2004), LMV en lechuga (Khan y Dijkstra, 2002), PSbMV en lenteja y arveja 
(Astier et al., 2007), Maize dwarf mosaic virus (MDMV) en maíz (Johansen et al., 1994) y 
Soybean mosaic virus (SMV) en soya (Domier et al., 2007). En estos casos, la transmisión 
por semilla dificulta aún más el manejo de dichos virus, siendo este un medio de inóculo 
primario, que aún en bajas tasas de transmisión puede afectar dramáticamente las 
condiciones epidemiológicas de las enfermedades, al servir de base para la transmisión 
secundaria por parte de los áfidos que actúan como vectores de dichos virus mediante 
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mecanismos de transmisión  persistente y no persistente y al ser fuente de dispersión a 
largas distancias con el movimiento del germoplasma vegetal (Johansen et al., 1994; 
Domier et al., 2007). Aparentemente, diferentes regiones de las proteínas HC-Pro y CP son 
determinantes para la transmisión por semilla y áfidos de los potyvirus (Johansen et al., 
1996), presentándose una asociación entre las mutaciones de los codones DAG del extremo 
3´ del gen que codifica para la cápside viral y la pérdida de transmisión por áfidos (Husted, 
1995), mientras que la acción supresora de silenciamiento postranscripcional de los genes 
del hospedante (PTGS) que realiza la HC-Pro se ha relacionado con la protección del 
movimiento del ARN viral de los potyvirus transmitidos por semilla sexual hacia los 
nuevos tejidos de las plántulas germinadas (Wang et al., 1997; Yelina et al., 2002). La 
revelancia de estos mecanismos genéticos para los potyvirus que afectan el tomate de árbol 
debería ser abordada en futuras investigaciones. 
 
Con respecto a los otros virus detectados en semilla sexual de tomate de árbol, éstos no 
fueron encontrados en ninguna de las plántulas germinadas obtenidas a partir de semillas de 
diferentes regiones del país, lo que sugiere la necesidad de evaluarse en el futuro plántulas 
germinadas a partir de nuevos lotes de semilla, así como diferentes condiciones ambientales 
para la experimentación. Esto debido a que la transmisión vía semilla sexual de los virus 
AMV y ToMV es ampliamente reportada en la literatura (ICTV, 2006b; ICTV, 2006c). 
AMV es transmitido a las semillas de alfalfa más frecuentemente a través de polen que de 
óvulos, siendo su transmisión fuertemente afectada por el genotipo del cultivar y por las 
condiciones de temperatura prevalentes durante el almacenamiento de las semillas 
(Frosheiser 1974; . Hemmati 1977; Johansen et al., 1994). Para ToMV se ha encontrado 
hasta un 94% de transmisión en plantas de tomate de mesa, con presencia de partículas 
virales en los tegumentos de la semilla, pero no en el embrión (ICTV, 2006b). Estudios más 
recientes han determinado que las plántulas generadas a partir de semillas infectadas con el 
virus ToMV adquieren las partículas durante el proceso de germinación por heridas en los 
primordios radicales cuando entran en contacto con los tegumentos infectados (Astier et al., 
2007).  
 
Los bajos niveles de detección de CMV encontrados en este estudio sobre semilla sexual y 
su ausencia en las pruebas de plántulas germinadas, conducen a plantear que este medio no 
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es utilizado por dicho virus para su transmisión en plantas de tomate de árbol, aunque 
nuevamente es necesario ampliar el rango de muestras (ej. variedades de tomate de árbol, 
procedencia geográfica) y condiciones ambientales en las que se realicen dichas 
evaluaciones. El virus CMV se caracteriza por ser altamente inestable,  de manera que las 
características de los tejidos de la semilla influyen en gran medida sobre su supervivencia 
por largos períodos de tiempo en dicho material (Ali & Kobayashi, 2009). Este virus 
presenta un amplio rango de hospedantes, que incluyen plantas de más de 800 especies en 
70 familias de mono y dicotiledóneas, siendo además transmitido eficientemente por más 
de 60 especies de áfidos y causando importantes enfermedades en cultivos de hortalizas, 
ornamentales y leguminosas en diferentes países del mundo (García-Arenal et al., 2000). 
Sin embargo, a pesar de su amplio rango de hospedantes, sólo se conoce su transmisión por 
semilla en 19 especies botánicas y además con eficiencias que presentan amplios márgenes 
de variación (ICTV, 2006a), razón por la cual no resulta sorpresiva la ausencia de 
transmisión sexual del CMV en tomate de árbol.  
 
Con respecto a la evaluación de plántulas de vivero, las pruebas serológicas indicaron en 
términos generales una alta incidencia de virus en los materiales evaluados procedentes de 
los diferentes departamentos del país, siendo los potyvirus (35%) y el PLRV (24%), 
nuevamente los virus detectados con mayor frecuencia, aunque se presentaron diferencias 
significativas entre viveros, siendo muy llamativo el hecho que las plantas evaluadas de 
Granada (Cundinamarca) y del Valle de Sibundoy (Putumayo) presentaron los más altos 
valores de incidencia para dichos virus, e incluso en éstas se detectó con altos niveles al 
virus ToRSV (73 a 76%), virus que no fue detectado en semilla sexual en esta investigación 
y que sólo se había encontrado en forma marginal en las evaluaciones de material de campo 
realizadas por Jaramillo (2009). El virus ToRSV es un nepovirus transmitido por 
nemátodos de la familia Dorylamidae, especialmente Xiphinema americanum (sensu lato) 
en hospedantes como Pelargonium ssp., Rubus ssp., Prunus ssp. y Nicotiana tabacum, en 
donde causa manchas anulares, mosaicos, clorosis y amarillamiento de venas, entre otros 
síntomas. Se ha reportado que este virus puede además puede ser transmitido por 
inoculación mecánica, injerto y semilla sexual (posiblemente vía granos de polen) en Rubus 
idaeus, Nicotiana tabacum, Glycine max, Fragaria x ananassa (ICTV, 2006e). En tomate 
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de árbol el virus ToRSV se ha registrado en Ecuador causando encrespamiento de hojas, 
epinastia, amarillamiento de hojas y a veces manchas cloróticas y necróticas (Ochoa e 
Insuausti, 2005), aunque de acuerdo a Vizuete et al. (1990) su efecto es tenue y no 
representa mayor importancia para este cultivo. Sin embargo, la realización de ensayos que 
permitan purificar el virus, inocularlo en forma individual sobre diferentes genotipos de 
tomate de árbol, evaluar sus mecanismos de transmisión específicos entre plantas de tomate 
de árbol y determinar su interacción con otros virus que afectan este frutal, serán 
fundamentales para determinar su verdadero impacto sobre la producción y/o calidad del 
tomate de árbol en Colombia. De gran interés resultará además la realización de 
evaluaciones de incidencia de ToRSV en plantas adultas y nuevamente semillas sexuales de 
las zonas productoras de Granada y el Valle de Sibundoy. 
A pesar de haberse detectado la presencia de cinco grupos de virus en semilla sexual y de 
cuatro grupos en plántulas de vivero de tomate de árbol, los cebadores específicos 
utilizados en las pruebas moleculares solamente permitieron la amplificación de los 
fragmentos del gen de la cápside viral de PLRV y PVY (potyvirus), pues aunque se 
obtuvieron amplicones con tamaños esperados para los demás virus, su secuenciación no 
arrojó resultados positivos, al obtenerse regiones del genoma del hospedante. Situaciones 
similares fueron obtenidas recientemente por Cruz (2005) y Cuspoca (2007). En el primer 
caso luego de obtenerse amplicones para ToRSV, CMV y PLRV a partir de muestras de 
tomate de árbol de Antioquia y Cundinamarca no se pudo confirmar su naturaleza viral 
mediante secuenciación. De otra parte, Cuspoca (2007) evaluó cebadores específicos para 
TaMV, PVY y PVA, además de cebadores genéricos para potyvirus, no logrando obtener 
ninguna amplificación con éstos a partir de material foliar de plantas de tomate de árbol con 
síntomas de “Virosis”. 
 
La ausencia de amplificación o la generaciones de fragmentos no esperados es una 
situación frecuente en los estudios que utilizan la técnica de PCR o RT-PCR, como 
resultado de tres situaciones básicas: la presencia de inhibidores de reacciones enzimáticas 
que se unen a los sitios catalíticos de las polimerasas empleadas en dichas técnicas, 
impidiendo su acción; dichos inhibidores también pueden actuar como agentes quelantes de 
los cofactores que requieren las polimerasas o retrotranscriptasas y finalmente la 
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especificidad de los cebadores depende en buena medida del rango de variación de los 
genotipos considerados al momento de su diseño, lo que en sentido práctico siempre 
representará una restricción cuando se presentan variantes virales no antes caracterizadas 
(Craig et al. 2004; Levin 2004; Li et al. 2008).  Para el caso particular del análisis de virus 
mediante RT-PCR a partir de tejidos de tomate de árbol, los tres factores indicados pueden 
jugar una influencia crítica sobre los resultados aquí obtenidos. Ya anteriormente Cruz 
(2005), Ayala (2009) y Jaramillo (2009) han reportado que la presencia de diferentes 
metabolitos secundarios que oxidan rápidamente el tejido de tomate de árbol representa un 
problema para la utilización de esta metodología en dichos materiales, sugiriéndose el 
empleo de métodos de extracción complementados con agentes antioxidantes, columnas de 
purificación comerciales de ácidos nucleicos y procedimientos tipo inmunocaptura, con el 
fin de reducir o inactivar la presencia de inhibidores enzimáticos. Así mismo, los resultados 
obtenidos por Ayala (2009) y Jaramillo (2009) con cebadores genéricos para potyvirus 
enfatizan en la necesidad de utilizar tanto cebadores específicos como degenerados que 
aumenten su rango de amplificación a partir de las diferentes variantes de una especie o 
género viral. Futuros trabajos deben contemplar estos aspectos e incluso proponer 
metodologías alternativas que conduzcan al diseño de cebadores específicos adaptados a los 
genotipos virales que se presentan en los cultivos de tomate de árbol de nuestro país.   
 
Los análisis realizados a partir de la secuenciación de los amplicones obtenidos para PLRV 
y PVY, fortalecen los hallazgos recientemente realizados por Jaramillo (2009), en el 
sentido que proveen secuencias de cepas procedentes de semilla sexual y plantas de vivero 
de tomate de árbol a los estudios filogenéticos generados a partir de las secuencias del gen 
de la cápside de dichos virus en plantas adultas de tomate de árbol y de cepas de referencia 
procedentes de diferentes hospedantes y países del mundo. Adicionalmente, la posibilidad 
de confirmar las altas afinidades entre las variantes de estos virus presentes en semilla 
sexual y en tejido foliar, soporta aún más el hallazgo sobre la transmisibilidad de PLRV a 
través de la propagación sexual del tomate de árbol. 
 
Los análisis de secuencias para PLRV determinaron niveles de identidad superiores al 96% 
en las secuencias del gen de la cápside para aislamientos del virus en plantas adultas de 
tomate de árbol (Jaramillo, 2009), semilla sexual, plántulas de vivero y plántulas 
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germinadas en pruebas de invernadero. Más interesante aún resultó el hecho de que estos 
mismos niveles de identidad se encontraron al compararse con aislamientos de papa de 
Colombia y otros países del mundo (India, China y Perú), lo cual supondría que dichas 
solanáceas actúan como hospedantes alternos del PLRV, aunque es necesario realizar 
pruebas de patogenicidad cruzada y evaluar las secuencias de otros genes más variables de 
los luteovirus como el ORF 0 y el ORF 1, que son utilizados para diferenciar los tres linajes 
filogenéticos de la especie PLRV (Guyader y Ducray, 2002; Plchova et al., 2009). Los altos 
niveles de identidad encontrados en este estudio entre cepas de PLRV, han sido registrados 
en diversos trabajos realizados con variantes de diferentes países, encontrándose diferencias 
máximas del 6% a nivel de todo el genoma y del 4% a nivel del ORF 3 que codifica para la 
cápside viral (Guyader y Ducray, 2002; Taliansky et al., 2003; Mukherjee et al., 2003; 
Plchova et al., 2009) y se cree están determinados por la fuerte presión de selección que 
representa el estrecho rango de hospedantes de este virus y en particular la restringida base 
genética de los genotipos cultivados de papa; aunque alternativamente se plantea que los 
altos niveles de conservación en el genoma de este virus son debidos a su posible 
divergencia reciente de su ancestro viral (Guyader y Ducray, 2002). 
 
Con respecto a la detección de potyvirus mediante RT-PCR, los cebadores genéricos para el 
grupo no permitieron detectar en material de siembra al TaMLV, recientemente 
identificado por Ayala (2009) en cultivos de Antioquia, pero sí fue posible el diagnóstico 
de PVY mediante cebadores específicos para esta especie, generándose amplicones que una 
vez secuenciados lo identificaron como uno de los potyvirus presentes en plantas de vivero, 
aunque no en semilla sexual. El análisis de las afinidades filogenéticas de este virus reforzó 
lo encontrado recientemente por Jaramillo (2009), en el sentido que los aislamientos de 
tomate de árbol de PVY conforman un clado independiente de las razas tradicionales del 
virus caracterizadas en papa (N, NTN, O, Z, W y C) y en otros cultivos como pimentón y 
tomate de mesa (razas NP); lo cual sugiere que posiblemente las cepas de PVY en tomate 
de árbol constituyen una variante patogénica no caracterizada en esta especie viral 
(Boonham et al., 2002; Ogawa et al., 2008; Singh et al., 2008). Al igual que para el caso de 
PLRV, de gran interés resultaría la realización de pruebas de patogenicidad cruzada de 
cepas de PVY de diferentes razas de papa y de otras especies solanáceas sobre tomate de 
árbol y viceversa. Igualmente sería necesario secuenciar una mayor porción del genoma de 
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este virus, especialmente completar la secuencia de todo el gen de la cápside viral y obtener 
las secuencias de HC-Pro y NIa, pues en éstos genes se han detectado puntos de 
recombinación asociados a los genotipos PVYNTN y PVYN-Wilga, que causan necrosis de 
tubérculos de papa y son serológicamente relacionadas con las raza PVYN y PVYO 
(Boonham et al., 2002). Se ha demostrado que algunas de estas cepas se presentan como 
altamente agresivas en cultivos de papa y están relacionadas con la enfermedad 
denominada anillo necrótico del tubérculo de papa (PTNRD) (Singh et al., 2003; Ogawa et 
al., 2008). 
 
El análisis filogenético basado en 481 pb del gen de la cápside viral de PVY, agrupó las 
cepas obtenidas a partir de plántulas de un vivero del Carmen de Víboral (Antioquia), con 
aquellas reportadas por Jaramillo (2009) y obtenidas de plantas adultas de tomate de árbol 
del municipio de Córdoba (Nariño), grupo que no se asoció con ninguno de los clados 
representando las diferentes razas de PVY. En este sentido, las cepas de las razas N y NTN 
hicieron parte de un clado fuertemente soportado por valores de bootstrap, en el que 
además se ubicaron dos cepas de cultivos de papa del Oriente Antioqueño secuenciadas por 
Gil et al (2009) y una cepa de plantas de tomate de árbol del departamento de Nariño 
(Jaramillo, 2009). Así mismo, las cepas de PVY obtenidas en cultivos diferentes a papa 
como tomate de mesa y pimentón, conformaron un clado independiente y claramente 
separado de las razas tradicionales O, N y C de esta especie (Nie y Singh, 2001; Aramburo 
et al., 2006). Sin embargo, dicho clado estuvo distantemente relacionado con las cepas de 
PVY de plántulas obtenidas en este trabajo, presentando valores de identidad inferiores a 
0,9. 
 
Además de la información obtenida sobre la sanidad viral del material de siembra de tomate 
de árbol del país, esta investigación buscaba estandarizar una metodología con potencial de 
ser aplicada para la detección masiva de virus en dicho material. Para esto, se evaluaron dos 
técnicas basadas en hibridización dot-blot y tissue-printing, comparándose con los 
procedimientos estándar de ELISA y RT-PCR. Los resultados indicaron que la prueba de 
dot-blot resultó muy eficiente para la detección de potyvirus y de PLRV, siendo similar en 
sus niveles de sensibilidad a las pruebas de ELISA para PLRV, e incluso, alcanzando 
niveles superiores a la técnica de ELISA para el caso de de potyvirus, con un 5% y 10% de 
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mayor sensibilidad en material de semilla y de plántulas de vivero, respectivamente. Sin 
embargo, durante la estandarización de la metodología de dot-blot fue evidente la necesidad 
de realizar una extracción total de ácidos nucleicos, pues en aquellos ensayos donde se 
aplicaba a la membrana el macerado directo de tejido, era muy bajo o inexistente el nivel de 
detección alcanzado. El empleo de la metodología de dot-blot requiere de un laboratorio de 
biología molecular medianamente dotado donde sea posible la extracción de ácidos 
nucleicos, síntesis por PCR de sondas específicas y la infraestructura necesaria para la 
hibridización y el revelado del las pruebas, condiciones que una vez suplidas pueden ubicar 
a esta metodología como una excelente alternativa a la RT-PCR, que tal como se mencionó 
anteriormente, se ve fuertemente afectada por inhibidores enzimáticos presentes en los 
tejidos de tomate de árbol, lo que conduce a requerimientos de tratamientos adicionales de 
purificación de ácidos nucleicos como por ejemplo kits comerciales o lavados adicionales 
con fenol:cloroformo. Lo anterior implica que para procesos rutinarios de detección de 
estos virus y certificación de semilla de tomate de árbol en el país, es recomendable la 
realización de las pruebas en laboratorios ya establecidos que sirvan de referencia para el 
envío del material por parte de viveristas, productores o entidades de sanidad vegetal 
estatal, bajo un esquema similar al que realiza Cenicaña para la atención de sus agremiados 
en el diagnóstico de diferentes virus y bacterias.  
 
La prueba de tissue-printing no arrojó un resultado satisfactorio debido a la alta presencia 
de fuertes señales basales y a la subjetividad consiguiente que se requiere en la evaluación. 
Las metodologías basadas en impresión de tejidos son pruebas simples, económicas y de 
rápido diagnóstico debido a su permisión de análisis simultáneo de gran cantidad de 
muestras, sin embargo, existen algunas salvedades con respecto a la clara definición de la 
prueba dado inespecificidades de detección (Rubio et al., 2003). Ya que este tipo de 
metodologías donde se establece impresión de tejidos sobre membrana puede ser muy 
informativa con respecto a la ubicación del virus en los diferentes tejidos, se recomienda 
continuar con su proceso de estandarización de manera que pueda ser empleada con fines 
experimentales, como base para la selección de las porciones y tejidos de las plantas a ser 
colectadas para análisis mediante ELISA o dot-blot de los virus presentes en cultivos de 
tomate de árbol. En nuestro caso, los resultados de las pruebas con plantas de vivero, 
indicaron que la impresión de pequeños pecíolos de plántulas de apenas dos meses podría 
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dar evidencia de la presencia de ambos grupos de virus (PLRV y potyvirus) en dichas 
plantas, aunque no fue posible identificarse claramente su ubicación sobre un tejido en 
particular.  
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES. 
 
Esta investigación plantea importantes aspectos a ser considerados en el diseño de 
estrategias de manejo de la “Virosis” del tomate de árbol, reafirmando los resultados 
recientes reportados por Ayala (2009), Jaramillo (2009) y Rodríguez (2009), en el sentido 
que la etiología de dicha enfermedad es compleja e incluye virus de diferentes grupos 
taxonómicos como potyvirus, polerovirus, cucumovirus y nepovirus entre otros, y además 
deja abierta la posibilidad de que la semilla sexual de este frutal sirva como vía de 
transmisión vertical de virus y de medio de dispersión a largas distancias del PLRV y de 
una o varias especies de potyvirus no determinadas, lo que en cierta medida permitiría 
explicar el porqué de la importancia generalizada de esta enfermedad en todas las regiones 
productoras del país. Adicionalmente, la investigación identifica a la producción y 
comercialización de plantas de vivero de tomate de árbol, como un aspecto que debe ser 
tratado con mayor rigurosidad técnica, pues es claro que desde los propios viveros se están 
dispersando los diferentes virus que afectan este cultivo. Finalmente en este estudio se 
presenta una metodología estandarizada de detección de virus basada en hibridización dot-
blot que genera niveles de sensibilidad de detección un poco mayores que la prueba de 
ELISA y además, al no basarse en reacciones enzimáticas como el RT-PCR, no se ve tan 
afectada por la gran cantidad de metabolitos inhibidores de dichas reacciones presentes en 
los tejidos y órganos del tomate de árbol. Se espera que este trabajo estimule al gremio de 
productores de frutas del país y a las autoridades de sanidad vegetal del estado a considerar 
la generación de semilla certificada de tomate de árbol como un aspecto clave para alcanzar 
altos niveles de competitividad en este frutal, así como la necesidad de dar continuidad a 
investigaciones que especialmente permitan caracterizar los niveles de variación de los 
virus asociados a la “Virosis” y profundicen en los mecanismos de transmisión y del rango 
de hospedantes de dichos virus. 
 
Desde una perspectiva práctica, los hallazgos de esta investigación conducen al 
planteamiento de las siguientes medidas tendientes a reducir los niveles de incidencia y 
severidad de la “Virosis” del tomate de árbol en Colombia:  
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a) Adquirir el material de siembra a partir de plantas madres certificadas por su 
sanidad viral, mantenidas bajo condiciones de casa malla que impida la llegada de 
insectos vectores de virus desde cultivos aledaños y preferiblemente procedentes de 
cultivo in vitro o de semilla sexual previamente evaluadas como libre de virus por 
métodos serológicos o moleculares. 
b) Establecer rotaciones de cultivos de tomate de árbol con plantas no solanáceas, de 
manera que se reduzcan los niveles de inóculo viral y de sus posibles vectores. 
c) Evitar las situaciones de sobrefertilizacion que conduzcan a la obtención de tejidos 
verdes suculentos que atraigan y soporten un mayor nivel de insectos con potencial 
de actuar como vectores de virus.  
d) Con base en análisis de fertilidad de suelos y follaje, realizar aplicaciones de 
elementos menores, importantes para el normal funcionamiento de diferentes rutas 
metabólicas de defensa en las plantas y para obtener una calidad y llenado 
apropiado de frutos.  
e) Realizar un control oportuno y eficiente de enfermedades causadas por hongos, 
bacterias y nematodos, de manera que en las plantas se reduzca el estrés biótico por 
dichas causas y de esta forma puedan expresar plenamente sus mecanismos de 
defensa frente a los patógenos virales.  
f) Mantener una observación continua sobre la presencia de síntomas de “Virosis” en 
el cultivo, eliminándose apropiadamente las plantas “foco de enfermedad” 
detectadas. 
g) Realizar tratamientos con productos desinfectantes a las herramientas utilizadas para 
las prácticas culturales realizadas al cultivo. 
h) Establecer podas de formación y fitosanitarias adecuadas, que favorezcan una alta 
tasa fotosintética en las plantas, aumenten la aireación en el follaje y distribuyan 
uniformemente la producción de frutos. 
i) Evitar arreglos agronómicos que incluyan cultivos de solanáceas, especialmente de 
papa con cultivos de tomate de árbol, siendo preferible además el aislamiento de 
dichos cultivos en el tiempo y/o espacio geográfico. 
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ANEXO 1 
Protocolo para prueba DAS-ELISA utilizando kit Pathoscreen                                               
de la Compañìa AGDIA. 
 
Preparación de buffers  
Se deben preparar las cantidades justas de buffers para la prueba a realizar. 
 
-Buffer PBST: Buffer de lavado. Diluir la papeleta de PBST 20X en un litro de agua 
destilada. 
 
-Buffer de extracción de muestras: Se usa en la extracción y dilución de las muestras. Se 
trabaja en proporción 1:10 (peso de tejido en g: volumen de buffer en ml). Para preparar 
500 ml de buffer de extracción, disolver 16.5 g de buffer general de extracción en 500 ml 
de agua destilada. Adicionar 20 gotas de Tween 20. 
 
-Buffer de captura: Se utiliza para diluir el anticuerpo de captura concentrado. El volumen 
requerido depende de la cantidad de pozos a utilizar. Se requieren 100 µl por cada pozo en 
concentración 1X. 
 
-Buffer ECI 5X: Se utiliza para diluir la enzima conjugada concentrada. El volumen de 
buffer requerido depende del número de pozos que se usarán, se adicionan 100µl por cada 
pozo en concentración 1X. 
 
-Buffer PNP substrato 5X: Se utiliza para diluir las tabletas del sustrato PNP. La cantidad 
requerida depende del número de pozos que se usarán, son necesarios 100 µl por pozo 
evaluado en concentración 1X. Diluir una tableta de PNP en 5 ml de buffer PNP 1X. 
 
-Preparación de controles positivo y negativo:  
Adicionar a los liofilizados de control positivo y negativo 2 ml buffer de extracción para 
cada uno, y alicuotar en tubos eppendorf de a 120 µl. Esta cantidad es la necesaria para usar 
cada vez que se realice una prueba. Las alícuotas se deben almacenar a -20ºC. Sólo se debe 
descongelar la muestra justo antes de usar mezclándola vigorosamente. 
 
Preparación de las muestras. 
Para la prueba se deben seleccionar aquellos tejidos que exhiban síntomas ya sean hojas, 
tallos, semillas, meristemos y demás; los tejidos deben macerarse en buffer de extracción. 
En algunos casos, se pueden mezclar diferentes muestras para evaluar en un mismo pozo, lo 
cual puede hacer la prueba más económica, pero se reduce su sensibilidad. 
 
Cuando se tiene extracto de savia de la planta, se diluye la savia en buffer de extracción en 
proporción de 1:10 (volumen de savia: volumen buffer).  
 
Incubación. 
Preparar una cámara húmeda para la incubación de las muestras garantizando la humedad 
en todo el proceso, con el fin de evitar la evaporación de las muestras. 
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Metodología. 
 
1. Prepare la cámara húmeda. 
 
2. Prepare el anticuerpo de captura. (Nota: todos los anticuerpos y las enzimas conjugadas 
se deben preparar en recipientes fabricados de materiales como polietileno o vidrio, los 
cuales no permiten su unión. No utilice recipientes de poliestileno, polipropileno o 
policarbonato). 
 
Prepare el volumen de buffer carbonato de captura necesario para la prueba. Luego, 
adicione el volumen apropiado de anticuerpo de captura al buffer, de acuerdo a la dilución 
de la etiqueta. Por ejemplo, si la dilución dada en la etiqueta del anticuerpo es 1:200, y se 
están preparando 10 ml de solución de anticuerpo de captura, mezcle 10 ml de buffer 
carbonato de captura 1X con 50 µl de anticuerpo de captura concentrado. Mezcle la 
solución y utilice inmediatamente. Si la dilución dada es 1:100, adicione 100 µl del 
anticuerpo concentrado. 
 
3. Adicione 100 µl del anticuerpo de captura preparado a cada pozo e incube el plato en 
cámara húmeda durante 4 horas o durante toda la noche a 4ºC. No incube por más de 24 
horas. 
 
4. Descarte la solución de anticuerpo de captura de los pozos y llénelos completamente con 
buffer PBST 1X y descártelo rápidamente. Repita el procedimiento de lavado dos veces 
más. Utilice papel toalla entre lavados para secar el exceso de buffer que queda sobre el 
borde los pozos. 
 
5. Con ayuda de un mortero y pistilo macere las muestras con el buffer de extracción de 
acuerdo a la concentración que se prefiera 1:10 (ejemplo: 1 mg tejido: 1 ml buffer). Limpiar 
cuidadosamente los implementos entre maceraciones, evitando la contaminación de 
muestras. Mantener los macerados en hielo hasta cargar los pozos. 
 
6. Adicionar 100 µl de las muestras preparadas dentro de cada pozo; de la misma forma 
adicione 100 µl de control positivo en el pozo respectivo y 100 µl de control negativo en un 
pozo diferente. Incube los pozos dentro de la cámara húmeda por 2 horas a temperatura 
ambiente o durante toda la noche a 4ºC. 
 
Nota: Es importante que al momento de cargar las soluciones en los pozos durante toda la 
prueba , no queden burbujas, pues esto podría inhibir la reacción.  
 
7. Prepare la enzima conjugada. (Nota: siempre prepara la enzima conjugada 10 minutos 
antes de su uso). Disuelva la enzima conjugada concentrada en buffer ECI 1X de acuerdo a 
la dilución dada en la etiqueta. Por ejemplo, si la dilución dada en la etiqueta de la enzima 
es 1:200, y se están preparando 10 ml de solución de enzima conjugada, mezcle 10 ml de 
ECI 1X con 50 µl de enzima conjugada concentrada. Mezcle la solución y utilice 
inmediatamente. Si la dilución dada es 1:100, adicione 100 µl de la enzima concentrada. 
 
 132 
8. Descarte las muestras de los pozos y llénelos completamente con buffer PBST 1X y 
descártelo rápidamente. Repita el procedimiento de lavado siete veces más. Utilice papel 
toalla entre lavados para secar el exceso de buffer que queda sobre el borde los pozos. 
Verifique que no se presenten residuos de material vegetal en los pozos.  
 
9. Adicione 100 µl de la solución de enzima conjugada preparada a cada pozo. Incube en 
cámara húmeda durante 2 horas a temperatura ambiente. 
 
10. Prepare la solución PNP adicionando 1 tableta de PNP a 5 ml de solución PNP 1X 
(1mg/ml) sólo 15 minutos antes de terminar la incubación del paso anterior. 
 
11. Descarte la solución de enzima conjugada y lave los pozos de la misma forma que en el 
paso 8. Adicionar 100 µl de solución PNP en cada pozo. Incubar nuevamente  los pozos en 
cámara húmeda por 60 minutos. (Nota: La solución PNP no debe exponerse a la luz,  puede 
causar coloración en los pozos con reacción negativa dando lugar a falsos positivos).  
 
12. Los resultados pueden ser interpretados observando simplemente el cambio de 
coloración en los pozos o midiendo la absorbancia en un lector de ELISA a 405 nm. El 
desarrollo de color indica resultados positivos, pero solo son válidos si el control positivo 
resulta positivo a la prueba y el control negativo no exhibe coloración. 
 
Opcional: Adicionar 50 µl de Hidróxido de sodio (NaOH, 3M) para detener la reacción de 
coloración..  
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ANEXO 2 
Protocolo para prueba TAS-ELISA utilizando kit Pathoscreen                                               
de la Compañía AGDIA. 
 
La preparación de los buffers, de las muestras y la incubación, se realizan de igual forma 
que en el procedimiento para la prueba DAS-ELISA. 
 
Metodología. 
 
1. Prepare la cámara húmeda. 
 
2. Prepare el anticuerpo de captura. (Nota: todos los anticuerpos y las enzimas conjugadas 
se deben preparar en recipientes hechos de materiales como polietileno o vidrio. No utilice 
recipientes de poliestileno, polipropileno o policarbonato). 
 
Prepare el volumen de buffer carbonato de captura necesario para la prueba. Luego, 
adicione el volumen apropiado de anticuerpo de captura al buffer de acuerdo a la dilución 
de la etiqueta. Por ejemplo, si la dilución dada en la etiqueta del anticuerpo es 1:200, y se 
están preparando 10 ml de solución de anticuerpo de captura, mezcle 10 ml de buffer 
carbonato de captura 1X con 50 µl de anticuerpo de captura concentrado. Mezcle la 
solución y utilice inmediatamente. Si la dilución es 1:100, adicione 100 µl del anticuerpo 
concentrado. 
 
3. Adicione 100 µl del anticuerpo de captura preparado a cada pozo e incube el plato en 
cámara húmeda durante 4 horas o durante toda la noche a 4ºC. No incube por más de 24 
horas. 
 
4. Descarte la solución de anticuerpo de captura de los pozos y llénelos completamente con 
buffer PBST 1X y descártelo rápidamente. Repita el procedimiento de lavado dos veces 
más. Utilice papel toalla entre lavados para secar el exceso de buffer que queda sobre el 
borde los pozos. 
 
5. Con ayuda de un mortero y pistilo macere las muestras con el buffer de extracción de 
acuerdo a la concentración que se prefiera 1:10 (Ejemplo: 1 mg tejido: 1 ml buffer). 
Limpiar cuidadosamente los implementos entre maceraciones, evitando la contaminación 
de muestras. Mantener los macerados en hielo hasta cargar los pozos. 
 
6. Adicionar 100 µl de las muestras preparadas dentro de cada pozo, de la misma forma 
adicione 100 µl de control positivo en el pozo respectivo y 100 µl de control negativo en un 
pozo diferente. Incube los pozos dentro de la cámara húmeda por 2 horas a temperatura 
ambiente o durante toda la noche a 4ºC. 
 
Nota: Es importante que al momento de cargar las soluciones en los pozos durante toda la 
prueba que no queden burbujas, pues podrían inhibir la reacción.  
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7. Prepare la solución de enzima conjugada. (Nota: siempre prepara la enzima conjugada 10 
minutos antes de su uso). Como se trata de una prueba TAS-ELISA, utiliza dos enzimas 
conjugadas. Disuelva las enzimas conjugadas concentradas en buffer ECI 1X de acuerdo a 
la dilución dada en la etiqueta. Por ejemplo, si la dilución dada es 1:200, y se están 
preparando 10 ml de solución de enzima conjugada, mezcle 10 ml de ECI 1X con 50 µl de 
cada una de las enzimas conjugadas concentradas. Mezcle la solución y utilice 
inmediatamente. Si la dilución dada es 1:100, adicione 100 µl de cada una de las enzimas 
concentradas. 
 
8. Descarte las muestras de los pozos y llénelos completamente con buffer PBST 1X y 
descártelo rápidamente. Repita el procedimiento de lavado 7 veces más. Utilice papel toalla 
entre lavados para secar el exceso de buffer que queda sobre el borde de los pozos. 
Verifique que no queden residuos de material vegetal en los pozos.  
 
9. Adicione 100 µl de la solución de enzima conjugada preparada a cada pozo. Incube en 
cámara húmeda durante 2 horas a temperatura ambiente. 
 
10. Prepare la solución PNP adicionando una tableta de PNP a 5 ml de solución PNP 1X 
(1mg/ml) sólo 15 minutos antes de terminar la incubación del paso anterior. 
 
11. Descarte la solución de enzima conjugada y lave los pozos de la misma forma que en el 
paso 8. Adicionar 100 µl de solución PNP en cada pozo. Incubar nuevamente  los pozos en 
cámara húmeda por 60 minutos. (Nota: La solución PNP no debe exponerse a la luz,  puede 
causar coloración en los pozos con reacción negativa dando lugar a falsos positivos).  
 
12. Los resultados pueden ser interpretados observando simplemente el cambio de 
coloración en los pozos o midiendo la absorbancia en un lector de ELISA a 405 nm. El 
desarrollo de color indica resultados positivos, pero sólo son válidos si el control positivo 
resulta positivo a la prueba y el control negativo no exhibe coloración. 
 
Opcional: Adicionar 50 µl de Hidróxido de sodio (NaOH 3M) para parar la reacción de 
coloración..  
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ANEXO 3 
Protocolo para la prueba ACP-ELISA utilizando kit Pathoscreen                                               
de la Compañía AGDIA. 
 
Preparación de buffers  
Se deben preparar las cantidades justas de buffers para la prueba a realizar. 
 
-Buffer PBST: Buffer de lavado. Diluir la papeleta de PBST 20X en un litro de agua 
destilada. 
 
-Buffer de extracción de muestras: Se usa en la extracción y dilución de las muestras. Se 
trabaja en proporción muestra:buffer  1:10 ( volumen: peso). Para preparar 10 ml de buffer 
de extracción, se mezcla 1 ml de buffer de extracción concentrado con 9 ml de agua 
destilada. 
 
-Buffer ECI 5X: Se utiliza para diluir la enzima conjugada concentrada y el anticuerpo de 
detección. El volumen de buffer requerido depende del número de pozos que se usarán, se 
adicionan 100µl por cada pozo en concentración 1X. 
 
-Buffer sustrato PNP 5X: Se utiliza para diluir las tabletas de PNP. La cantidad requerida 
depende del número de pozos que se usarán, son necesarios 100 µl por pozo evaluado en 
concentración 1X. Diluir1 tableta de PNP en 5 ml de Buffer sustrato PNP 1X. 
 
-Preparación de controles positivo y negativo:  
Adicionar a los liofilizados de control positivo y negativo 2 ml buffer de extracción para 
cada uno, y alicuotar en tubos eppendorf de a 120 µl. Esta cantidad es la necesaria para usar 
cada vez que se realice una prueba. Las alícuotas se deben almacenar a -20ºC. Solo se debe 
descongelar la muestra justo antes de usar, mezclándola vigorosamente. 
 
 
Preparación de las muestras. 
Para la prueba se deben seleccionar aquellos tejidos que exhiban síntomas ya sean hojas, 
tallos, semillas, meristemos y demás; los tejidos deben macerarse en buffer de extracción. 
En algunos casos, se pueden mezclar diferentes muestras para evaluar en un mismo pozo, lo 
cual puede hacer la prueba más económica, pero se reduce su sensibilidad. 
 
Cuando se tiene extracto de savia de la planta, se diluye la savia en buffer de extracción en 
proporción de 1:10 (volumen de savia: volumen buffer).  
 
Incubación. 
Preparar una cámara húmeda para la incubación de las muestras garantizando la humedad 
en todo el proceso, con el fin de evitar la evaporación de las muestras. 
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Metodología. 
 
1. Con ayuda de un mortero y pistilo macerar las muestras con el buffer de extracción de 
acuerdo a la concentración que se prefiera 1:10 (ejemplo: 1 mg tejido: 1 ml buffer). Limpiar 
cuidadosamente los implementos entre maceraciones, evitando la contaminación de 
muestras. Mantener los macerados en hielo hasta cargar los pozos. 
 
2. Adicionar 100 µl de las muestras preparadas dentro de cada pozo, de la misma forma 
adicionar 100 µl de control positivo en el pozo respectivo y 100 µl de control negativo en 
un pozo diferente. Incube los pozos dentro de la cámara húmeda por 1 hora a temperatura 
ambiente. 
 
Nota: Es importante que al momento de cargar las soluciones en los pozos durante toda la 
prueba, que no queden burbujas, podrían inhibir la reacción.  
 
3. Prepare el anticuerpo de detección. (Nota: siempre prepare el anticuerpo de detección 10 
minutos antes de su uso). Disuelva el anticuerpo de detección concentrado en buffer ECI 
1X de acuerdo a la dilución dada en la etiqueta. Por ejemplo, si la dilución dada en la 
etiqueta del anticuerpo es 1:200, y se están preparando 10 ml de solución de anticuerpo de 
detección, mezcle 10 ml de ECI 1X con 50 µl de anticuerpo de detección concentrado. 
Mezcle la solución y utilice inmediatamente. Si la dilución dada es 1:100, adicione 100 µl 
del anticuerpo concentrado. 
 
4. Descarte las muestras de los pozos y llénelos completamente con buffer PBST 1X y 
descártelo rápidamente. Repita el procedimiento de lavado 7 veces más. Utilice papel toalla 
entre lavados para secar el exceso de buffer que queda sobre el borde los pozos. Verifique 
que no queden residuos de material vegetal en los pozos.  
 
5. Adicione 100 µl de la solución de anticuerpo de detección preparado a cada pozo. Incube 
en cámara húmeda durante 2 horas a temperatura ambiente o a 4ºC durante toda la noche. 
 
6. Prepare la enzima conjugada. (Nota: siempre prepare la enzima conjugada 10 minutos 
antes de su uso). Disuelva la enzima conjugada concentrada en buffer ECI 1X de acuerdo a 
la dilución dada en la etiqueta. Por ejemplo, si la dilución dada en la etiqueta de la enzima 
es 1:200, y se están preparando 10 ml de solución de enzima conjugada, mezcle 10 ml de 
ECI 1X con 50 µl de enzima conjugada concentrada. Mezcle la solución y utilice 
inmediatamente. Si la dilución dada es 1:100, adicione 100 µl de la enzima concentrada. 
 
7. Descarte las muestras de los pozos y llénelos completamente con buffer PBST 1X y 
descártelo rápidamente. Repita el procedimiento de lavado por siete veces más de la misma 
forma que en el paso 4. 
 
8. Adicione 100 µl de la solución de enzima conjugada preparada a cada pozo. Incube en 
cámara húmeda durante 1 hora a temperatura ambiente. 
 
9. Prepare la solución PNP adicionando 1 tableta de PNP a 5 ml de solución PNP 1X 
(1mg/ml) sólo 15 minutos antes de terminar la incubación del paso anterior. 
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10. Descarte la solución de enzima conjugada y lave los pozos de la misma forma que en 
los pasos 4 y 7. Adicionar 100 µl de solución PNP en cada pozo. Incubar nuevamente los 
pozos en cámara húmeda por 60 minutos. (Nota: La solución PNP no debe exponerse a la 
luz,  puede causar coloración en los pozos con reacción negativa dando lugar a falsos 
positivos).  
 
11. Los resultados pueden ser interpretados observando simplemente el cambio de 
coloración en los pozos o midiendo la absorbancia en un lector de ELISA a 405 nm. El 
desarrollo de color indica resultados positivos, pero solo son válidos si el control positivo 
resulta positivo a la prueba y el control negativo no exhibe coloración. 
 
Opcional: Adicionar 50 µl de Hidróxido de sodio (NaOH 3M) para parar la reacción de 
coloración..  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 138 
ANEXO 4 
Protocolo para Extracción de ARN total de tejido vegetal y de semilla sexual                         
utilizando kit comercial de la compañía QIAGEN. 
 
1. Determine la cantidad de material vegetal a usar. No puede ser exceder de 100 mg. 
2. Inmediatamente macere con nitrógeno líquido y colecte el macerado en un tubo 
Eppendorf. 
3. Adicione 450 µl de buffer RLT a cada muestra. 
* Antes de adicionar el buffer RLT adicione 10 µl de β mercaptoetanol por 1 ml de 
buffer RTL que se vaya a utilizar (vórtex). 
Nota: durante el tiempo entre pasos las muestras se deben mantener en hielo. 
4. Incube de 1 a 3 min a 56 °C. 
5. Transfiera todo el contenido del tubo (el lisado) a la columna QIAGen (Lila) con su 
respectivo tubo colector, centrifugue durante 2 min a velocidad máxima (13000 
rpm).  Transfiera el sobrenadante a un nuevo eppendorf con mucho cuidado. 
6. Adicione 0,5 volúmenes de etanol absoluto (96-100%) al tubo y mezcle por pipeteo. 
7. Transfiera la muestra (usualmente 650 µl), incluyendo el precipitado que se ha 
formado, a la columna rosada con su respectivo tubo colector y centrifugue 15 s a 
10000 rpm. Descarte el líquido del tubo colector y reutilice el tubo. 
8. Adicione 700 µl buffer RW1 a la columna rosada. Cierre la tapa cuidadosamente y 
centrifugue 15 s a 10000 rpm. Descarte el líquido del tubo colector y reutilice el 
tubo en el paso 8.  
*Sea cuidadoso al eliminar el líquido del tubo colector, no debe tocar la columna. 
9. Adicione 400 µl de buffer RPE a la columna rosada, cierre la tapa cuidadosamente y 
centrifugue por 15 s a 10000 rpm (*). Descarte el líquido del tubo colector y 
reutilícelo en el siguiente paso.  
* Verifique que al buffer RPE se le haya adicionado el etanol. Si se está realizando 
extracción de material de semilla realice otra centrifugación en iguales condiciones 
debido a la alta viscosidad de la solución en la columna. 
Adicione nuevamente 400 µl de buffer RPE a la columna rosada, centrifugar por 2 
min a 10000 rpm (*). 
* Si se está realizando extracción de material de semilla realice otra centrifugación 
en iguales condiciones debido a la alta viscosidad de la solución en la columna. 
10. Remueva la columna rosada y transfiérala a un nuevo tubo colector y centrifugue a 
máxima velocidad por 1 min. (con el fin de eliminar residuos de RPE). 
11. Pase la columna a un nuevo tubo de 1,5 ml. Adicione 30 µl RNasa directamente 
sobre la columna, cierre la tapa cuidadosamente y centrifugue por 1 min a 10000 
rpm para eluir ARN. 
12. Puede repetir el paso 11 usando otros 30 µl de RNasa o pasando la elusión 
nuevamente (si requiere una alta concentración de ARN). Reutilice el tubo colector 
del paso 11. 
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ANEXO 5 
Protocolo para detección con Biotin Chromogenic Detection Kit (Fermentas). 
 
 
Preparación de las Soluciones de Revelado. 
 
Todas las soluciones deben ser preparadas con Agua Ultrapura Estéril. Los volúmenes 
calculados son para una membrana de aproximadamente 60cm2 de tal forma que la 
membrana flote libremente. 
 
Reactivo Volumen Requerido 
Blocking/Washing Buffer 120ml 
Blocking Solution 30ml 
Diluted Streptavidin-AP Conjugate 12ml 
Detection Buffer 24ml 
Substrate Solution 12ml 
  
 
Blocking/Washing Buffer: 12ml de 10X Blocking/Washing Buffer + 108ml de Agua 
Ultrapura Estéril. Mantener a 4ºC hasta por una semana. 
 
Blocking Solution: 0.3g de Blocking Reagent en 30ml de Blocking/Washing Buffer. Agite 
hasta diluir. Si es necesario puede calentar la solución entre 50-60ºC para facilitar la 
dilución. Mantener a -20ºC. 
 
Dilution Streptavidin-AP Conjugate (Preparar solo antes de usar): Disuelva la Streptavidin-
AP Conjugate 5000 veces en Blocking Solution. P.e. si se requieren 12 ml, entonces, 
12000ul/5000=2.4ul de Streptavidin-AP Conjugate. 
 
Detection Buffer: 2.4ml de Detection Buffer + 21.6ml de Agua Ultrapura Estéril. Mantener 
a 4ºC hasta por una semana. 
 
Substrate Solution (Preparar solo antes de usar): Diluya 240ul de 50X BCIP/NBT Solution 
en 11.76ml de Detection Buffer. 
 
Protocolo de Detección 
 
1. Lave la membrana en 18ml de Blocking/Washing Buffer por 5 minutos a temperatura 
ambiente y mantenga en agitación moderada. 
 
2. Pase la membrana a 18ml de Blocking Solution por 30 minutos a temperatura ambiente y 
mantenga en agitación moderada. 
 
3. Prepare los 12ml de Streptavidin-AP Conjugate. 
 
4. Incube la membrana en los 12ml de Streptavidin-AP Conjugate por 30 minutos a 
temperatura ambiente y mantenga en agitación moderada. 
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Lave la membrana a temperatura ambiente y manteniendo en agitación moderada de la 
siguiente forma: 
 
5. Incube con 36ml de Blocking/Washing Buffer por 15 minutos. Descarte la solución. 
 
6. Incube con 12ml de Detection Buffer por 10 minutos y descarte la solución. 
 
7. Incube la membrana en 12ml de Substrate Solution a temperatura ambiente y en la 
oscuridad. El color azul – púrpura se logra observar después de 15 a 30 minutos de 
incubación. Para mayor sensibilidad puede permitir que el color se desarrolle durante toda 
la noche. 
 
8. Pare la reacción descartando la Solution del sustraato y lavando la membrana con agua 
ultrapura estéril durante pocos segundos. 
 
9. Descarte el Agua y deje secar al aire libra la membrana para almacenar los resultados. 
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ANEXO 6 
Resultados del análisis de BLAST de secuencias obtenidas mediante RT-PCR con 
cebadores específicos para PLRV (A)  y  PVY (B). 
 
A. Comparación de la secuencia obtenida apartir del amplicón con cebadores específicos 
para la especie PLRV. 
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B. Comparación de la secuencia obtenida a partir del amplicón con cebadores específicos 
para la especie PVY. 
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ANEXO 7 
Resultados del análisis de BLAST de secuencias de amplicones relacionados con 
diferentes genes de origen vegetal, especialmente de la familia Solanaceae (A, B). 
 
A. Comparación de la secuencia obtenida a partir del amplicón con cebadores específicos 
para la especie AMV. 
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B. Comparación de la secuencia obtenida a partir del amplicón con cebadores específicos 
para la especie PVS. 
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* China Papa: EF063711 PLRV SL149 China Papa; 28 Col tdea: 28Col PLRV Córdova Tomate de 
árbol; 25 Col tdea: 25Col PLRV Córdova Tomate de árbol; 54 Col tdea: 54 Col PLRV San 
Bernardo Tomate de árbol; 10 Col tdea: 10 Col PLRV Marinilla Tomate de árbol; 11 Col tdea: 11 
Col PLRV Marinilla Tomate de árbol; 3 Col tdea: 3 Col PLRV Anolaima (Cundinamarca) Tomate 
de árbol; 4 Col Papa: 4 Col PLRV La Unión Papa; Perú Papa: AF453392 PLRV Perú Papa; CYDV-
RPV: DQ 988085 Cereal yellow dwarf – RPV USA;  7 UN tdeasem: 7 Col PLRV La Unión Tomate 
de árbol semilla; 13 UN tdeasem: 13 Col PLRV Santa Rosa Tomate de árbol semilla; 11 UN 
tdeasem: 11 Col PLRV Santa Rosa Tomate de árbol semilla; 12 UN tdeasem: 12 Col PLRV Santa 
Rosa Tomate de árbol semilla; 14 UN tdeasem: 14 Col PLRV El Carmen de Viboral Tomate de 
árbol semilla; 8 UN tdeasem: 8 Col PLRV Granada (Cundinamarca) Tomate de árbol semilla; 9 UN 
tdeaviv: 9 Col PLRV El Carmen de Viboral Tomate de árbol plántula de vivero; 10 UN tdeasem: 10 
Col PLRV Colón (Putumayo) Tomate de árbol semilla; 11A UN tdeasem: 11A Col PLRV Córdoba 
(Nariño) Tomate de árbol semilla; 12A UN tdeainv: 12A Col PLRV Anolaima (Cundinamarca) 
Tomate de árbol plántula germinada en invernadero. 
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* Slov Ntn Papa: Aj585342 Pvyntn Slovenia Papa ;46 Col Tdea: 46 Col Pvy Córdoba 
(Nariño) Tomate Árbol; 45 Col Tdea: 45 Col  Pvy Córdoba (Nariño)  Tomate De 
Árbol; 13 Col Papa: 13 Col Pvy Sonsón (Antioquia) Papa; 17 Col Papa: 17 Col Pvy La 
Unión (Antioquia) Papa; 44 Col Tdea: 44 Col Pvy Córdoba (Nariño) Tomate De 
Árbol; Taiw Tdea: Fm244834 Pvy Np Taiwan Tomate De Árbol; Arg O Papa: X14136 
Pvyo Argentina Papa; Usa Ntn Papa: Fj204166  Pvyntn Usa Papa; Japón Ntn Papa: 
Ab331548 Pvyntn Japón Papa;Uk Ntn Papa: Ef027897 Pvyntn Uk Papa; Din N  Papa: 
Aj390285 Pvyn Dinamarca Papa; Aus Bymv Papa: Dq901435 Bean Yellow Mosaic 
Virus Australia; Usa N-W Papa: Dq157178 Pvy N-Wilga Usa Papa; Hung Np: Am746615 
Pvy Np Hungría Tomate; Epñ1 Np Tom: Aj890333 Pvy Np España 1 Tomate; Epñ 
Pep: Aj303096 Pvy España Pimienta; Turq Np Pep: Aj303095 Pvy Np Turquía 
Pimienta; Fran C Papa: Aj890348 Pvyc Francia Papa; 1un Tdeaviv: 1 Un Pvy El 
Carmen De Viboral Tomate De Árbol Plántula De Vivero; 2un Tdeaviv: 2 Un Pvy El 
Carmen De Viboral Tomate De Árbol Plántula De Vivero; 3un Tdeainv: 3 Un Pvy El 
Carmen De Viboral Tomate De Árbol Plántula De Invernadero.
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